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(54) Bezeichnung: POLYPEPTIDVARIANTEN MIT ERHOHTER HEPARIN-BINDUNGSFAHIGKEIT 
(57) Abstract 

The invention relates to polypeptide variants with raised heparin-binding capacity. Said raised heparin-binding capacity is achieved 
by the addition, insertion and/or substitution of an amino acid sequence Xi, X2, X3, X4, X6 (SEQ ID no. I or no. 2). The polypeptide 
variants provided for in the invention are particulariy suitable for the stimulation of chondrogenesis. osteogenesis and wound healing. The 
invention also relates to nucleic acid molecules coding for said polypeptide variants, host cells containing the nucleic acid molecules and 
methods for producing the polypeptide variants. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Polypeptidvarianten mit erhohter Heparin-Bindungsfahigkeit. Die eriiohte Heparin-Bindungsfahigkeit wird 
durch die Addition. Insertion und/oder Substitution einer Aminosauresequenz Xi. X2. X3. X4. X6 (SEQ ID No. 1 oder No. 2) erreicht. 
Die erfindungsgemaSen Polypeptidvarianten sind zur Stimulierung der Chondrogenese, Osteogenese und Wundheilung besonders geeignet. 
Die Erfindung betrifft femer fttr diese Polypeptidvarianten kodierende NukleinsSuremolekUle. diese NuklcinsauremolekUle umfassende 
Wirtszellen und Verfahren zum Herstellen der Polypeptidvarianten. 
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Polypeptidvarianten mit erhOhter Heparin-Bindungsfahigkeit 

Die vorliegende Erfindung betrifft Polypeptidvarianten mit erhohter Heparin-Bindungs- 
fahigkeit. Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung fur diese Varianten kodlerende 
Nukleinsauremolekuie, die Nukleinsauremolekule umfassende Wirtszellen und Verfah- 
ren zum Herstellen von Polypeptidvarianten und rekombinanten Polypeptidvarianten. 
Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung der Polypeptidvarianten zur 
Stinnulierung der Chondrogenese, Osteogenese und Wundheilung bzw. zur Behandlung 
von Entzundung und Krebs. Femer betrifft die vorliegende Erfindung osteoinduktive Zu- 
sammensetzungen, die diese Varianten enthalten. 

Zahlreiche biologische Faktoren beeinflussen die Entwicklung und Regeneration von 
Zellen, Geweben und Organen des menschlichen und tierischen Korpers. Viele dieser 
Faktoren sind bis heute unbekannt, die von ihnen gesteuerten Prozesse sind noch nicht 
vollstandig verstanden. Auch die Knochenbildung (Osteogenese) ist ein bisher unvoll- 
standig verstandener Prozefi; ihr Ablauf ist durch zahlreiche aufeinander folgende Ein- 
zelprozesse, wie z. B. Chemotaxis, Mitose und Differenzierung, gekennzeichnet. Che- 
motaxis bedeutet in diesem Zusammenhang die direkte Einwanderung von Zellen als 
Antwort auf einen chemischen Gradienten von Signalverbindungen, die aus der unlosli- 
Chen demineralisierten Knochenmatrix, die hauptsachlich aus Typ I unloslichem Colla- 
gen besteht, freigesetzt werden. An dieses Typ I unlosliche Collagen bindet Plasma- 
Fibronektin, welches seinerseits Domanen zur Bindung von Collagen, Fibrin und Hepa- 
rin aufweist. 

An der Steuerung der Osteogenese sind prinzipiell zwei Hauptgruppen von biologisch 
aktiven Faktoren, die systemisch bzw. die lokal wirkenden Faktoren, beteiligt. 

Zur Gruppe der systemisch wirkenden Faktoren gehoren beispielsweise die beiden 
Hormone Parathormon (PTH) und 1 ,25-Dihydroxy- Vitamin D, die den endogenen Calci- 
um-Spiegel regulieren. Ein weiteres an der Knochenentwicklung beteiligtes Hormon ist 
Calcitonin, das die Knochenresorption verhindert. 
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Zu den die Osteogenese regulierenden systemischen Hormone gehoren aulierdem bei- 
spielsweise Ostrogene, Androgene, Wachstumshormone. Insulin-like growth factor 
(IGF), Schilddrusenhormone und Glucocorticoide. 

Zur Gruppe der lokal wirkenden Faktoren gehoren (i) Cytokine, die den Knochenabbau 
bewirken, wie IL-1, Tumornekrose-Faktor (TNF), IL-6, IL-11 und ODF 
(Osteoklastendifferenzierungsfaktor, TRANCE); 

(ii) Cytokine, die den Knochenabbau verhindern: IL-4, IL-1 3, IL-1 8, IFN (Interferon), OPG 
(Osteoprotegerin) und IL-1ra (tnterleukin-1-Rezeptor-Antagonist); 

(iii) Kolonie-stimulierende Faktoren: M-CSF (Makrophagen-Kolonie stimulierender Fak- 
tor) und GM-CSF (Granuiozyten-Makrophagen stimulierender Faktor); 

(iv) Prostaglandine, Leukotriene und Stickstoffmonoxid; und 

(V) Wachstumsfaktoren: IGF (Insulin-like growth factor; Insulin-artiger Wachstumsfaktor). 
Proteine aus der DVR (Decapentaplegic-Vg-related)-Familie einschlieBiich der Proteine 
der TGF-p (transfonning growth factor p; transformlerender Wachstumsfaktor p)- 
Superfamilie, die die Proteine aus der Activin/lnhibin-Familie, MIS (Mullerian Inhibitory 
Substance; Mullerscher Inhibitor), GDF (growth/differentiation factor; Wachstums- 
/Differenzienjngsfaktor), Nodal und Dorsalin umfaBt; FGF (fibroblast growth factor; Fi- 
broblastenwachstumsfaktor). PDGF (platelet-derived growth factor; Blutplattchen- 
abstammender Wachstumsfaktor) und PTHrP (PTH-related protein; Parathormon- 
verwandtes Protein). 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung ist die TGF-p Superfamilie von be- - 
sonderem Interesse. 

Die TGF-p Superfamilie umfafit derzeit mehr als 20 Proteine, wobei die vermuteten 
Orthologen in verschiedenen Organismen nicht mitgerechnet sind. Neben den TGF-p 's 
gehoren die BMP's (bone morphogenetic proteins), die GDF's (growth differentiation 
factors) Inhibine/Aktivine und weitere Proteine (Kingsley, 1 994) zur Superfamilie. Sie 
bestehen alle aus zwei Untereinheiten, die fast immer Homodimere aus zwei identi- 
schen Monomeren sind und kovalent durch eine Disulfidbrucke verknupft vorliegen. 



wo 00/47736 



3 



PCT/EPOO/00637 



Kennzeichnendes Merkmal aller bis jetzt strukturell untersuchten Proteine der TGF-p 
Superfamilie ist das "TGF-p/BMP GerCist", das aus einem Cystinknoten, einera-Helix 
und mindestens vier p-Strangen pro Monomer besteht, und das im Dimer zu einer cha- 
rakteristischen Anordnung der Monomeren fuhrt (McDonald und Hendrickson, 1993). 
Die Aminosauresequenzen konnen dabei sehr unterschiedlich sein und weisen zum Teil 
weniger als 40 % identisch besetzte Positionen auf. Besonders variabel sind die "Loop"- 
Bereiche sowie die N-terminalen Sequenzen. Andererseits ist fur alle Faktoren der TGF- 
p Superfamilie eine erstaunliche Konservierung von Funktion und Struktur in der Stam- 
mesgeschichte gezeigt worden. So weisen sie alle ein als "Cystinknoten" bezeichnetes 
Strukturelement auf, das aus 3 in alien Protelnen der TGF-p Superfamilie konservierten 
und gleich angeordneten Disulfidbrucken besteht. Besonders gut untersucht sind neben 
den TGF-p's einzelne Vertreter der BMP's, wie BMP-2 und -7, und Vertreter der GDF's, 
wie GDF-5, die die Entwicklung und Regenerierung von Knochen und Knorpelgewebe in 
Gang setzen konnen. So ist z. B. fur BMP-2 gezeigt worden, da(i dieses sowohl in he- 
terotopen als auch in orthotopen Implantatlagern osteoinduktive Eigenschaften aufweist. 

Die Proteine der TGF-p Superfamilie werden in der Zelle zuerst als grofies Proprotein 
synthetisiert, aus dem dann das reife Protein durch Proteolyse entsteht. Das Proprotein 
scheint nach einer ArgXXArg Erkennungssequenz gespalten zu werden, so daB eine C- 
terminale Sequenz von etwa 100 bis 140 Aminosaureresten, die das reife Protein dar- 
stellt, freigesetzt wird. 

Zur Signaltransduktion binden die Faktoren der TGF-p Superfamilie an die extrazellula- 
ren Domanen von 2 Typen membranstandiger Rezeptoren ihrer Zielzellen, z. B. indu- 
zierbarer Knochenmarksstammzellen. Die Typ 2 Untereinheit enthalt im cytoplasmati- 
schen Teil eine Protein-Serinklnase, die nach Ligandenbindung in der Typ 1 Unterein- 
heit Serinreste phosphoryliert. Dadurch wird In der Typ 1 Untereinheit ebenfalls eine 
Protein-Serinkinase aktiviert, die intrazellulare Signalproteine wie SMAD's phosphorylie- 
ren und aktivleren kann. Es gibt HInweise, dali sowohl die Typ 1 als auch die Typ 2 Un- 
tereinheiten als Dimere existieren. Kurzlich ist die Kristallstruktur der extrazellularen 
Domane des Typ 2 Untereinheit des Aktivinrezeptors (Act-RII) aufgeklart wurden. BMP- 
2, das zu den besten untersuchten Proteinen der TGF-p Familie gehort, bindet an die 
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Rezeptoruntereinheiten uber die strukturell hoch konservierte Domane nach dem ersten 
Cystein des Cystinknotens. Die supervariable N-terminale Sequenz vor dem ersten Cy- 
stein des Cystinknotens interagiert im BMP-2 nicint direkt mit den Rezeptoruntereinhei- 
ten. Die Interaktion von Proteinen der TGF-p Superfamilie mit Typ 1 und Typ 2 Rezeptor 
Untereinheiten ist zum Teil promiskuitiv und die Spezifitaten uberlappen. Es ist noch 
nicht vollig geklart, wieweit diese gemeinsame Nutzung von Rezeptor-Untereinheiten 
Oder die Unterschiede im Mechanismus der Rezeptoraktivierung gelien. Aus der ge- 
genwartigen Literatur geht insbesondere nicht eindeutig hervor, welche Strukturelemen- 
te die Spezifitat eines Proteins fur z.B. eine osteoinduktive Aktivitat ausmachen. 

AufSer mit den Rezeptoruntereinheiten konnen die Faktoren der TGF-p Superfamilie mit 
einer Reihe weiterer Proteine interagieren. Dadurch kann die Aktivitat der Faktoren mo- 
duliert oder gehemmt werden. Fetuin/a2-HS Glykoprotein und ein daraus abgeleitetes 
Peptid (TRH1) bindet BMP-2 und TGF-p, wobei BMP-2 mit hoherer Affinitat gebunden 
wird. Die Bindung kompetiert mit der Bindung an den Rezeptor Das Noggin-Protein aus 
Saugetieren bindet BMP-2 mit hoher Affinitat in Konkurrenz mit dem Rezeptor Chordin 
wirkt, wie in Krallenfrosch-Oozyten gezeigt worden ist, als Hemmstoff fur BMP-4. Folli- 
statin bindet mit hoher Affinitat an Aktivin und BMP-7. Fur BMP-2 ist die Fahigkeit, an 
Heparin zu binden. nachgewiesen worden. 

Das therapeutische Potential der Mitglieder der TGF-p Superfamilie ist aufgrund ihrer 
physiologischen Bedeutung offensichtlich. Hierbei sind insbesondere rekombinant her- 
gestellte Proteine von Interesse, da sie in grolier Menge erhalten werden konnen. Dar- 
uber hinaus sind die fur sie kodierenden Nukleinsauren potentielle Gen-Therapeutika. 

Somit besteht ein generelles Interesse an Mltgliedem der TGF-p Superfamilie und Vari- 
anten mit veranderten biologischen Eigenschaften. Ktibler et at. (1999) beschreiben ein 
BMP-Analogon EHBMP-2, dessen Primarstruktur von der des naturlicherweise vor- 
kommenden humanen BMP-2 dadurch abweicht, da(S die mutmaBlich fur die starke He- 
parin-Bindung von BMP-2 verantwortlichen ersten 12 Aminosauren durch die ersten 
13 Aminosauren von humanem lnterieukin-2 ersetzt sind. Das genetisch veranderte 
BMP-2-Analogon wurde rekombinant in £. coli exprimiert. EHBMP-2 weist eine vernach- 
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lassigbare Affinitat zu Heparin und eine hohere biologische Aktivitat in verschiedenen 
Zellkulturen, d.h. in vitro, auf. Belm Vergleich der in wVo-Aktivitat der Variante mit natur- 
lichem BMP-2 zeigte sich jedoch, daU in der Maus durch BI\/IP-2-Konzentrationen ab 
4 |Lig in annahernd alien Proben eine heterotope Knocheninduktion erzeugt wurde, wo- 
hingegen zur Erzielung desselben Effekts eine Menge von ca. 40 [ig EHBMP-2 benotigt 
wurde. Weiterhin wurde beobachtet, dafi das resultierende Ausmafi der Knochenneu- 
bildung bei gleichen Proteinkonzentrationen mit dem naturlichen BMP-2 signifikant gro- 
Rer war als bei seinem BMP-Analogon EHBMP-2. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe besteht somit darin, weitere 
Poiypeptidvarianten bereitzustellen, deren in vivo Wirksamkeit derjenigen des Wildtyps 
entspricht oder erhoht ist. Eine weitere Aufgabe liegt in der Bereitstellung von fur die 
Poiypeptidvarianten kodierenden Nukleinsauren und Vektoren und Wirtszellen, die die- 
se Nukleinsauren enthalten. Weiterhin sollen Verfahren zum Herstellen der Poiypep- 
tidvarianten bereitgestellt werden. Schlielilich sollen phamnazeutische Zusammenset- 
zungen. die diese Poiypeptidvarianten enthalten, und deren Verwendung bereitgestellt 
werden. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemali geldst durch eine Polypeptidvariante mit erhohter 
Heparin-Bindungsfahigkeit, die dadurch gekennzeichnet ist, dafJ 

(i) an die Aminosauresequenz eines Polypeptides mit geringer Heparin- 
Bindungsfahigkeit wenigstens ein Oligopeptid, umfassend die Aminosaurese- 
quenz Xi X2 X3 X4 X5 Xe, addiert ist und/oder, 

(ii) in die Aminosauresequenz eines Polypeptides wenigstens ein Oligopeptid, 
umfassend die Aminosauresequenz X1X2X3X4X5X6, inseriert ist und/oder 

(iii) wenigstens eine naturlicherweise in der Aminosauresequenz eines Polypep- 
tids vorkommende Oligopeptidsequenz durch ein Oligopeptid, umfassend eine 
Aminosauresequenz X1X2X3X4X5X6, substituiert ist, 
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wobei 

Xi = K, RoclerH; 
X2= K, R oderH; 

X3 = K, R, H Oder keine Aminosaure; 

X4 = kein K, R, H, sonst beliebige Aminosaure; 

X5 = kein K, R, H, sonst beliebige Oder keine Aminosaure; 

Xe = kein K, R, H, sonst beliebige oder keine Aminosaure, bedeutet (SEQ ID No: 
1) 

Oder 

Xi = K. R Oder H; 

X2 = kein K, R, H, sonst beliebige Aminosaure; 
X3= K, R OderH; 

X4 = kein K, R, H, sonst beliebige Aminosaure; 
X5 = kein K, R, H, sonst beliebige oder keine Aminosaure; 
Xe = kein K, R, H, sonst beliebige oder keine Aminosaure (SEQ ID No: 2), 
bedeutet. 
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Im nachfolgenden werden einige Begriffe naher eriautert, urn klarzustellen, wie sie im 
Zusammenhang der vorliegenden Anmeldung verstanden werden sollen. 

Der Begriff "Polypeptid", so, wie er nachfolgend in der Beschreibung venA/endet wird, 
umfaBt aus 5 Oder nnehr Anninosauren zusammengesetzte Peptide oder Proteine, die 
wenigstens eine biologische Aktivitat aufweisen. Der Begriff umfafit ferner biologisch 
aktive Fragmente der Polypeptide, Mutanten und Fusionsproteine davon. 

"Polypeptidvariante mit erhohter Heparin-Bindungsfahigkeit" bedeutet, dali die Polypep- 
tidvariante eine Heparin-Bindungsfahigkeit aufweist, die gegenuber der Heparin-Bin- 
dungsfahigkeit des nicht veranderten Polypeptides erhoht ist. Die Heparin-Bindungs- 
fahigkeit allgennein kann beispielsweise durch Plasmonresonanz-Analyse mit Hilfe eines 
Heparin-beschichteten Tragers gemessen werden. Die einzelnen Versuchsbedingungen 
sind beispielsweise beschrieben in Ruppert et al., 1996. 

Unter der in vivo Wirksamkeit wird das Ausmali der bestimmungsgemaBen Wirkung am 
Zielort verstanden. Die in vivo Wirksamkeit wird bestimmt durch die biologische Aktivitat 
des Proteins in Verbindung mit der Verfugbarkeit des Proteins am Zielort. Sie wird letzt- 
endlich gemessen als Wirkung am Zielort. Fur die Messung der Wirkung kann auf eta- 
blierte Verfahren zuruckgegriffen werden. Im Fall von Bi\/IP-2 Varianten hat sich die in- 
duktion der ektopen Knochenbildung, beschrieben in Kubler & Urist, 1991 und Kubler et 
a!., 1999. bewahrt. 

Als "Wachstumsfaktor*' wird ein biologisch aktives Polypeptid bezeichnet, das das 
Wachstum und/oder die Differenzierung von Zellen moduliert. 

Insofern nachfolgend auf bestimmte Polypeptide eingegangen wird, so ist die Aminosau- 
resequenz beispielsweise erhaltlich aus der offentlich zuganglichen Datenbank Entrez 
(z.Zt. : http;//www. ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/) . 

Der dem Fachmann bekannte Ausdruck "Homologie" bezeichnet den Grad der Ver- 
wandtschaft zwischen zwei Oder mehr Polypeptiden, der durch die Ubereinstimmung 



wo 00/47736 



PCT/EPOO/00637 



8 



zwischen den Aminosauresequenzen mittels bekannter Verfahren, z. B. computerge- 
stutzter Sequenzvergleiche (Basic local alignment search tool, S.F. Altschul et aL, J. 
Mol. Biol. 215 (1990). 403-410) bestimmt wird. Der Prozentsatz der "Homologie" ergibt 
sich aus dem Prozentsatz identischer Bereiche in zwei Oder mehr Sequenzen unter Be- 
rucksichtigung von Lucken Oder anderen Sequenzbesonderheiten. In der Regel werden 
spezielle Computerprogramme mit Algorithmen eingesetzt. die den besonderen Anfor- 
derungen Rechung tragen. 

Bevorzugte Verfahren zur Bestimmung der Homologie erzeugen zunachst die groBte 
Ubereinstimmung zwischen den untersuchten Sequenzen. Computerprogramme zur 
Bestimmung der Homologie zwischen zwei Sequenzen umfassen, sind jedoch nicht ein- 
geschrankt auf das GCG Programmpaket, einschliefilich GAP (Devereux, J., et al., 
Nucleic Acids Research 12 (12) : 387 (1984); Genetics Computer Group University of 
Wisconsin, Madison, (Wl)); BLASTP, BLASTIN, und FASTA (Altschul, S. et aL, J. Mol. 
Biol. 215:403-410) (1990)). Das BLASTX Programm kann vom National Centre for Bio- 
technology Information (NCBI) und aus weiteren Quellen bezogen werden (BLAST 
Handbuch, Altschul S.. et al., NCB NLM NIH Bethesda MD 20894; Altschul, S., et aL, 
Mol. Bio. 215:403-410 (1990)). Auch der bekannte Smith Waterman-Algorithmus kann 
zur Bestimmung von Homologien verwendet werden. 

Bevorzugte Parameter fur den Aminosauresequenz-Vergleich umfassen die nachstehenden: 

Aigorithmus: Needleman und Wunsch, J. Mol. Biol 48:443-453 (1970) 

Vergleichsmatrix: BLOSUM 62 aus Henikoff und Henikoff, PNAS USA 



89(1992), 10915-10919 



Lucken-Wert (Gap Penalty): 

Luckenlangen-Wert: 
(Gap Length Penalty): 



4 



12 



Homologie-Schwellenwert (Threshold of Similarity): 0 
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Das GAP-Programm ist auch zur Verwendung mit den vorstehenden Parametern geeignet. 
Die vorstehenden Parameter sind die Fehler-Parameter (default parameters) fur Aminosau- 
resequenz-Vergleiche, wobei Lucken an den Enden den Homologie-Wert nicht verringern. 
Bei sehr kurzen Sequenzen im Vergleich zur Referenzsequenz kann es weiterhin notwendig 
sein, den Erwartungswert auf bis zu 100.000 (expectation value) zu erhohen und gegebe- 
nenfalls die Wortlange (word size) auf bis zu 2 zu verkleinem. 

Weitere beispielhafte Algorithmen, Lucken-Offnungs-Werte (gap opening penalties), 
Luckenausdehnungs-Werte (gap extension penalties), Vergleichsmatrizen einschlieRlich der 
im Programm-Handbuch, Wisconsin-Paket, Version 9. September 1997, genannten konnen 
verwendet werden. Die Auswahl wird von dem durchzufuhrenden Vergleich abhangen und 
weiterhin davon, ob der Vergleich zwischen Sequenzpaaren, wobei GAP oder Best Fit 
bevorzugt sind, oder zwischen einer Sequenz und einer umfangreichen Sequenz- 
Datenbank, wobei FASTA oder BLAST bevorzugt sind, durchgefuhrt wird. 

Bine mit dem oben genannten Algorithmus ermittelte Ubereinstimmung von 60 % wird im 
Rahmen dieser Anmeldung als 60 % Homologie bezeichnet. Entsprechendes gilt fur hohere 
Homologiegrade. 

"His-Tag" bedeutet eine Sequenz von wenigstens 6 Histidin-Aminosauren, die durch 
entsprechende Klonierung und Fusion mit einer exprimierbaren Sequenz zu einem Fu- 
sionsprotein mit wenigstens 6 His-Resten am NH2-Terminus fuhrt, das leicht durch 
Komplexierung mit einer Ni^**'-Saule aufgereinigt werden kann. 

Unter einem "heterologen Gen" ist der kodierende Bereich eines Strukturgens zu ver- 
stehen, der entweder nicht unter der Kontrolle des eigenen (homologen) Promoters oder 
nicht in dem Organismus, aus dem er abgeleitet ist, oder weder unter der Kontrolle des 
eigenen Promoters noch im ursprunglichen Organismus exprimiert wird. 

"Klonierung" soli alle im Stand der Technik bekannten Klonierungsmethoden umfassen. 
die hier zum Einsatz kommen konnten. die jedoch nicht alle im einzelnen beschrieben 
werden, well sie zum selbstverstandlichen Handwerkszeug des Fachmanns gehoren. 
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Unter "rekombinanter Expression in einer geeigneten Wirtszeile" sollen aile im Stand der 
Technik bekannten Expressionsmetlioden in bekannten Expressionssystemen verstan- 
den werden, die hier zum Einsatz kommen konnten, jedoch nicht aile im einzelnen be- 
schrieben werden, weil sie zum seibstverstandlichen Handwerkszeug des Fachmanns 
gehSren. 

Uberrasclnendenweise wurde nun gefunden. dalS eine erfindungsgemafSe Polypeptidva- 
riante eine hohere Heparin-Bindungsfahigkeit gegenuber dem nicht veranderten Poiy- 
peptid dadurch aufweist, daft wenigstens ein Oligopeptid, das eine erfindungsgemafJe 
Aminosauresequenz umfafSt, an das Polypeptid addiert und/oder in das Polypeptid inse- 
riert wird und/oder einige der Aminosauren als Polypeptide ersetzt. Es konnte gezeigt 
werden, daB im Vergleich zum nicht veranderten Polypeptid die Menge der an Heparin 
gebundenen Varianten grbfier ist und dafJ aufterdem die Abdissoziierung der Varianten 
von Heparin verringert ist. Da Heparin-ahnliche Strukturen Integrale Bestandteile der 
Knochenstruktur sind, weisen die erfindungsgemaften Polypeptidvarianten auch eine 
erhohte Bindungsfahigkeit fur Knochenstrukturen auf. Diese Eigenschaft ist besonders 
wichtig fur regenerative Vorgange in der Knochenstruktur, wobei in diesem Fall die be- 
teiligten Polypeptide an der Knochenmorphogenese (Osteogenese) mitwirken. Es 
konnte dabei gezeigt werden, daB die erfindungsgemaBen Polypeptidvarianten die He- 
parinbindungsfahigkeit um den Faktor 30, mindestens aber den Faktor 10 steigem 
konnten. Die erhohte Heparinbindungsfahigkeit wiederum fuhrte zu einer dramatisch 
gesteigerten in vivo Wirksamkeit, wie z. B. durch die Figur 8 belegt. 

Wie enwahnt, wird die Wirkung der an der Osteogenese beteiligten Polypeptide durch 
Rezeptoren vermittelt, die u.a. auf der Oberflache von induzierbaren Knochen- 
marksstroma-Stammzellen vorkommen. Diese haben die Fahigkeit, nach Einwirkung 
eines induktiven Signals von morphogenetischen Proteinen Oder demineralisierter Kno- 
chenmatrix, Knochenzellen auszubilden. Es wird angenommen, ohne an diese Theorie 
gebunden sein zu wolien, dali die Erhohung der Heparin-Bindungsfahigkeit von Poly- 
peptiden, insbesondere von osteoinduktiven Polypeptiden, zur Erhohung der lokalen 
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Konzentration von osteogenetischen Proteinen in unmittelbarer Nahe des Ortes der 
Knochenneubildung fuhrt. 

Da jedoch Heparin mit dem zelluiaren Rezeptor des Polypeptides um die Polypeptidva- 
riante konkurriert, ist zunachst davon auszugehen, dafi die Erhohung der Heparin- 
Bindungsfahigkeit der Polypeptidvariante zu einer Abnahme der fur den Polypeptid- 
spezifischen Rezeptor verfugbaren Polypeptid-Menge und damit zu einer verminderten 
Signaltransduktlon fuhrt. 

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dali die biologische Verfugbarkeit der Poly- 
peptidvariante bei gleichzeitiger Erhohung der Heparin-Bindungsfahigkeit nicht beein- 
trachtigt ist. daB vielmehr die erhohte Heparin-Bindungsfahigkeit mit einer Erhohung der 
lokalen Konzentration von fur den spezifischen Rezeptor verfugbarem Polypeptid korre- 
liert. 

Weiterhin wurde uberraschenderweise gefunden, dalJ die Qualitat des durch die Poly- 
peptidvariante in vivo gebildeten Knochens gegenuber derjenigen, die durch das nicht 
veranderte Polypeptid gebildet wurde, erhoht ist. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist die erfindungsgemalie Aminosauresequenz 
an den N-Temninus des reifen Polypeptids addiert und/oder durch Substitution bzw. In- 
sertion in den N-terminalen Bereich des Polypeptides eingefugt. Der N-terminale Be- 
reich bedeutet hierbei die ersten 20, vorzugsweise die ersten funf, N-terminalen Ami- 
nosauren. 

Sofern das Polypeptid zurTGF-p Superfamilie gehort. sind die reifen Polypeptide, z. B. 
ausgehend von BMP-2, wie folgt ermittelbar: Eine Suche in der "Swiss-Prot" Datenbank 
(derzeit http://expasy.hcuge.ch/cgi-bin/sprot-search-de) mit dem Suchwort "BMP-2" er- 
gibt unter der Nummer PI 2643 die Aminosauresequenz des gesamten Proproteins von 
humanem BMP-2. Daraus lafit sich unter "bone morphogenetic protein T die Sequenz 
fur das reife Protein auswahlen. Sie entspricht den Aminosaureresten 283-396. Um die 
anderen Proteine der TGF-p Superfamilie zu identifzieren, wird diese Sequenz 283-396 
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unter "BLAST2" bei EMBnet-CH (Lausanne, Schweiz) eingereicht. Dort wird sie gegen 
die Datenbanken Swiss-Prot + TrEMBL + TrEMBL_New mit Hilfe des Programms 
"blastp" abgesucht. Dabei wird die Vergleiclismatrix Blosum 62 verwendet, und es wer- 
den die 250 am naclisten venvandten Proteine ermittelt. Das Programm liefert die ent- 
sprechenden Identitats-Nummern der Swiss-Prot Datenbanl<, unter denen sicli die Ami- 
nosauresequenzen der gesamten Proproteine aufrufen lassen. Die Sequenzabschnitte 
fur die reifen Proteine sind jeweils angegeben. Sie lielien sicli sonst auch ableiten, da 
die reifen Proteine gewohnlicli nach der Eri<ennungssequenz RXXR abgespalten wer- 
den (X bedeutet hier eine beliebige Aminosaure). 

Alle Polypeptide der TGF-p Superfamilie sind, wie schon erwalint, durch ein Strukture- 
lement gekennzeichnet, das als "Cystinknoten" bezeichnet wird (McDonald und 
Hendrickson. 1 993). Geh6rt das Polypeptid zu dieser Superfamilie, so gilt der gesamte 
Bereich vor dem Cystinknoten als N-temninaler Bereich, und die erfindungsgemaBe 
Aminosauresequenz wird vorzugsweise vor dem Cystinknoten eingefugt. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Oligopeptid, das die erfin- 
dungsgemaBe Aminosauresequenz umfaBt, ein bis viermal durch Addition, Insertion 
und/oder Substitution in das Polypeptid eingefugt, wobei jeweils ein oder mehrere Kopi- 
en des Oligopeptids an einer oder mehreren Positionen in das Polypeptid eingefugt 
werden konnen. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform hat das Oligopeptid die Sequenz 
RKRA (SEQ ID No. 3) oder die Sequenz RKRAKHKQ (SEQ ID No. 4). 

Weiterhin ist bevorzugt, daG die Polypeptidvariante eine fur die rekombinante Ex- 
pression relevante Sequenz am N-Terminus umfaBt, wobei die fur die rekombinante 
Expression relevante Sequenz M oder MZ ist, und M Methionin und Z eine oder 
melnrere beliebige Aminosauren bedeutet. MZ kann beispielsweise eine Signalse- 
quenz darstellen, wie sie fur zahlreiche prokaryontische und eukaryontische Protei- 
ne dem Fachmann bekannt ist. Es kann sich dabei urn auf das jeweilige Expresst- 
onssystem zugeschnittene Signalsequenzen handein oder aber um die "homologen" 
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Signalsequenzen, d.h., die zu dem Protein naturlicherweise gehorenden Signalse- 
quenzen, sowie schlieliiich um eine Kombination einer beliebigen Signalsequenz 
mit gezielt eingefugten Proteaseschnittstellen, etc. 

Ferner ist bevorzugt. daB die Poiypeptidvariante ein His-Tag umfafit. Das His-Tag 
am NH2-Terminus der Poiypeptidvariante erieichtert die Aufreinigung des Proteins 
wesentlich, da diese Aufreinigung an einer Nickel-Saule durch Chelat-Bitdung 
durchgefuhrt werden kann. 

Das der Poiypeptidvariante zugrundeliegende Polypeptid weist eine biologische 
Aktivitat auf. Hierbei sind grundsatzlich samtliche biologischen Aktivitaten von Inter- 
esse, bei denen die Wirksamkeit eines Polypeptides mit biologischer Aktivitat durch 
das Wegdiffundieren von negativ geladenen intra- und extrazellularen Strukturen 
limitiert ist. Vorzugsweise sind diese negativ geladenen Strukturen Strukturen der 
extrazellularen Matrix, die aufgrund ihres Anteils an Proteoglykanen und Glykosa- 
minoglykanen, wie Heparansulfat, Chondroitinsulfat, Keratansulfat und Dermatan- 
sulfat, negativ geladen sind. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform reguliert die 
biologische Aktivitat die Entwicklung bzw. Differenzierung von Zellen, Geweben und 
Organen des menschlichen oder tierischen Korpers. 

Besonders bevorzugt ist hierbei, dafi das der Poiypeptidvariante zugrundeliegende 
Polypeptid die Knochenbildung reguliert (osteogenetische Aktivitat), Die osteogene- 
tische Aktivitat kann hierbei beispielsweise durch den Wachstumsfaktor-abhangigen 
Einbau von ^^S04 in Proteoglykan-Strukturen von Gliedmaftenknospen aus Huhnerem- 
bryonen bestimmt werden. Sinnvollerweise wird dazu ein Konzentrationsbereich fur das 
BMP-Protein gewahit, der es ermoglicht, sowohl die maximale Zellantwort als auch die 
EC50 (Konzentration, bei der 50% des maximalen Einbaus erreicht werden) zu bestim- 
men. Die Assay-Bedingungen sind angegeben in Ruppert et a!., 1996. 

Alternativ kann die myobiastare Maus-Zelllinie C2C12 verwendet werden, um die BMP- 
abhangige Induktion der Alkalischen Phosphatase zu bestimmen (Katagiri et al., 1994) 
Auch mit diesem Test konnen die maximale Zellantwort und die EC50 bestimmt werden. 
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Bevorzugt ist das Polypeptid aus der Hormone, Cytokine und Wachstumsfaktoren um- 
fassenden Gruppe ausgewahlt. Hierbei sind besonders bevorzugt; 
Parathormon (PTH); Calcitonin; Wachstumshormon; Insulin-like growth factor (IGF); 
Cytokine, die den Knochenabbau bewirken, wie IL-1, Tumornekrose-Faktor (TNF), IL-6, 
IL-1 1 und ODF (Osteoklastendifferenzierungsfaktor, TRANCE); Cytokine, die den Kno- 
chenabbau verhlndem: IL-4. IL-13, IL-18,"lFN (Interferon), ORG (Osteoprotegerin) und 
IL-1ra (lnterleukin-1-Rezeptor-Antagonist); Kolonie-stimulierende Faktoren; M-CSF 
(Makrophagen-Kolonie stlmuiierender Faktor) und GM-CSF (Granulozyten- 
Makrophagen stimulierender Faktor); und Wachstumsfaktoren; IGF (Insulin-like growth 
factor; Insulin-artiger Wachstumsfaktor); Proteine aus der DVR-Familie einschiielilich 
der Proteine aus der TGF-p (transforming growth factor p; transformierender Wachs- 
tumsfaktor p)-Superfamilie, die wiederum die Activin/lnhibin-Familie. MIS (Mullerian In- 
hibitory Substance; Mullerscher Inhibitor), die GDF (growth/differentiation factor; 
Wachstums-/Differenzierungsfaktor)-Familie. Nodal und Dorsalin umfalit; FGF 
(fibroblast growth factor; Fibroblastenwachstumsfaktor); PDGF (platelet-derived growth 
factor; Blutplattchen-abstammender Wachstumsfaktor) und PTHrP (PTH-related protein; 
Parathormon-venA^andtes Protein). 

Besonders bevorzugt umfaBt das Polypeptid Mitgiieder derTGF p-Superfamilie, Acti- 
vin/lnhibin-Familie, MIS, GDF-Famiiie. Nodal und Dorsalin, sowie Mitgiieder der BMP- 
Familie, Insbesondere BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7/OP-1 oder BMP-8/OP-2, 
sowie BMP-9. BMP-10, BMP-11, BMP-12, BMP-13, BMP-14 und BMP-15. 

Die vorstehende Auswahl von Wachstumsfaktoren ist erfindungsgemaB von besonde- 
rem Interesse, da die Beteiligung dieser Faktoren an der Osteogenese bekannt ist 
(Reddi, 1998); die Verwendung der erfindungsgemaBen Varianten dieser Faktoren fuhrt 
zu einer erhohten Heparin-Bindungsfahigkeit unter Beibehaltung der osteoinduktiven 
Eigenschaften. 

Sofern das Polypeptid der TGF-p Superfamilie angehort und somit die vorstehend erlau- 
terte "Cystinknoten"-Struktur aufweist, wird die erfindungsgemaUe Aminosauresequenz 
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bevorzugt vor den Cystinknoten in die Polypeptidsequenz eingefugt. Besonders bevor- 
zugte Positionen sind beispielsweise bei BMP-2 die Positionen zwischen den Aminosau- 
reresten 2 und 3, 6 und 7, 10 und 11 sowie 13 und 14 des reifen Proteins. Aufgrund der 
Homologie zwischen den Mitgliedern derTGF-p Familie, insbesondere der konservier- 
ten Anordnung der Cysteine, kann der Fachmann den genannten Proteinen entspre- 
chende Positionen in anderen TGF-p Familienmitgliedem bestimmen. 

Das Polypeptid kann ferner ein Hormon. ein Cytokin Oder ein Wachstumsfaktor sein, der 
eine Addition, Substitution, Insertion, Inversion und/oder Deletionen aufweist, wobel das 
die Addition, Substitution, Insertion, Inversion und/oder Deletion aufweisende Polypeptid 
wenigstens 10 %, vorzugsweise wenigstens 50 % und insbesondere wenigstens 90 % 
der biologischen Aktivitat, im Fall osteogenetischer Polypeptide der osteogenetischen 
Aktivitat des ursprunglichen Polypeptlds aufweist Die biologische Aktivitat kann hierbei 
allgemein mit jedem dem Fachmann bekannten Verfahren zur Messung der biologi- 
schen Aktivitat des Polypeptides bestimmt werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonn sind die durch Addition, Substitution, 
Insertion, Inversion Oder Deletion erhaltenen Polypeptide wenigstens 50 %, vorzugswei- 
se 75 % und insbesondere 90 % homolog zur Aminosauresequenz des vollstandigen 
ursprunglichen Polypeptids. Dabei kann eine wenigstens 10%ige biologische Aktivitat 
mit einer mindestens 50%igen, mindestens 75%igen oder mindestens 90%igen Homo- 
logie korrelieren. Gleiches gilt fur eine wenigstens 50%ige oder wenigstens 90%ige bio- 
logische Aktivitat. 

Besonders bevorzugt sind Polypeptidvarianten mit der Aminosauresequenz SEQ ID No 
5 (T3) Oder SEQ ID No 6 (T4). Diese Polypeptidvarianten entsprechen den in den Bei- 
spielen verwendeten Polypeptidvarianten, die eine erhohte Wirksamkeit bei gleicher 
Konzentration und eine verbesserte Qualitat des induzierten Knochens zeigen, wobei 
unter verbesserter Qualitat insbesondere eine dichtere Knochenmatrix und damit eine 
erhohte biomechanische Belastbarkeit zu verstehen sind. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird die erfindungsgemaB hergestellte 
Polypeptidvariante modifiziert. Die Modifikationen umfassen hierbei die Di-, Oligo- und 
Polymerisierung des monomeren Ausgangsprodukts, beispielsweise durch Quervernet- 
zung. z.B. durch Dicyclohexylcarbodlimid Oder Pegylierung Oder Assoziation (self as- 
sembly). Die somit hergestellten Di-, Oligo- und Polymere konnen voneinander bei- 
spielsweise durch Gelfiltration abgetrennt werden. Weitere Modifikationen umfassen 
Seitenketten-Modifikationen, beispielsweise von e-Amino-Lysin-Resten der Polypep- 
tidvariante, Oder Amino- bzw. Carboxy-terminale Modifikationen. Schliefilich umfalit der 
Begriff Modifikationen posttranslationale Ereignisse, z.B, die Glykosylierung oder die 
partielle Oder vollstandige Deglykosylierung des Proteins. 

Die Erflndung stellt ferner Nukleinsauremolekule bereit, die eine fur eine erfindungsge- 
mafie Polypeptidvariante kodierende Nukleinsauresequenz umfassen. 

Die im erfindungsgemalien Nukleinsauremolekul enthaltene Nukleinsauresequenz kann 
von einer genomischen DNA, cDNA oder synthetischen DNA abgeleitet sein, wobei un- 
ter synthetischen DNA-Sequenzen auch solche verstanden werden, die modifizierte 
Internukleosid-Bindungen enthalten. Weiterhin kann es sich bei den Nukleinsaurese- 
quenzen um RNA-Sequenzen handeln. was z.B. fur die Expression mittels rekombinan- 
ter RNA-Vektorsy Sterne erforderiich sein kann. 

Bevorzugte Nukleinsauremolekule umfassen eine fur eine der Polypeptidvarianten T3 
Oder T4 kodierende Nukleinsaure. Beispiele solcher Nukleinsauren sind im Sequenzpro- 
tokoll unter SEQ ID No. 7 (T3) und SEQ ID No. 8 (T4) angegeben. Es versteht sich von 
selbst dafi anstelle der in SEQ ID No. 7 oder SEQ ID No. 8 angegebenen Nukleinsau- 
resequenzen solche, die auf einer Degeneration des genetischen Codes beruhen, 
ebenfalls verwendet werden konnen. Bevorzugt sind in diesem Zusammenhang Nu- 
kleinsauresequenzen, die im Hinblick auf die Expression In einem bestimmten Wirtsor- 
ganismus eine an den Codon-Gebrauch dieses Wirtsorganismus adaptierte Codon- 
Auswahl auf^eisen. Zu den vorgenannten Sequenzen komplementare Sequenzen sind 
von der Erfindung ebenfalls umfaRt 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfafit das erfindungsgemafJe Nukleinsauremo- 
lekul einen zur Expression geeigneten Promotor, wobei die Nukleinsauresequenz unter 
der Kontrolle des Promotors steht. Die Wahl des Promotors hangt vonn zur Expression 
verwendeten Expressionssystem ab. Generell sind induzierbare Promotoren, wie z.B. 
der Metallothionein-Promotor, bevorzugt jedoch sind auch konstitutive Promotoren 
moglich. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfaRt das Nukleinsauremolekul we- 
nigstens einen Teil eines Vektors, insbesondere regulatorische Regionen. wobei der 
Vektor ausgewahtt sein kann aus Bakteriophagen wie X-Derivaten, Adenoviren, Vacci- 
niaviren, Baculoviren, SV40-Virus. Retroviren, Plasmiden, wie Ti-Plasmide von 
Agrobacterium tumefaciens, YAC-Vektoren und BAC-Vektoren, Bevorzugte Vektoren 
sind pR"^®pRC 109 (Weigel et al., 1989) und pRBSIIPNasX/o (Stueber. 1994). 

Ferner stellt die Erfindung Wirtszellen bereit, die das Nukleinsauremolekul enthalten und 
die zur Expression des Nukleinsauremolekuls geeignet sind. Im Stand der Technik sind 
zahlreiche prokaryontische und eukaryontische Expressionssysteme bekannt, wobei die 
Wirtszellen beispielsweise ausgewahit sind aus prokaryontischen Zellen, wie E. co// Oder 
S. subtilis, aus eukaryontischen Zellen, wie Hefezellen, Pflanzenzellen, Insektenzellen 
und Saugerzellen, z.B. CHO-Zellen, COS-Zellen Oder HeLa-Zellen, sowie Derivaten 
davon. Im Stand der Technik sind beispielsweise bestimmte CHO-Produktionslinien be- 
kannt, deren Glykosylierungsmuster im Vergleich zu CHO-Zellen verandert sind. Die 
durch die Verwendung Glykosylierung-effizienter oder Glykosylierung-venringerter Wirts- 
zellen erhaltenen Poiypeptidvarianten verfugen moglicherweise uber eine veranderte 
raumliche Struktur, die gegebenenfalls zu einer erhohten biologischen Aktivitat gegen- 
uber der glykosylierten Polypeptidvariante fuhren kann, sofern das Polypeptid biologi- 
sche Aktivitat aufweist. 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist femer ein Verfahren zum Herstellen einer 
Polypeptidvariante mit erhohter Heparin-Blndungsfahigkeit, umfassend das Addieren 
wenigstens eines Oligopeptides, enthaltend eine Aminosauresequenz, die aus: SEQ ID 
No: 1 und SEQ No: 2 ausgewahit ist, an die Aminosauresequenz eines Polypeptids, 
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und/oder das Inserieren wenigstens eines Oligopeptids, das eine Aminosauresequenz 
enthalt, die aus: SEQ ID No: 1 und SEQ No: 2 ausgewahit ist. in die Aminosaurese- 
quenz des Polypeptids; und/oder das Substituieren wenigstens einer natCirlicherweise in 
der Aminosauresequenz vorkommenden Oligopeptidsequenz durch ein Ollgopeptid, das 
eine Aminosauresequenz enthalt. die aus: SEQ ID No: 1 und SEQ No: 2 ausgewShIt ist. 

Das Verfahren kann durch chemische Partial- Oder Total-Synthese, unter Verwendung 
der bekannten Merrlfield-Synthese Oder durch enzymatische Synthese durchgefuhrt 
werden. Weiterhin kann das Verfahren gentechnologisch, d.h. durch rekombinante Ex- 
pression durchgefuhrt werden. Die Erfindung umfaRt ferner auch die Kombination aus 
chemischen/enzymatischen und gentechnologischen Verfahren. 

In einer bevorzugten Form umfaflt das Verfahren: 

a) in vitro Mutagenese einer fur ein Polypeptid kodierenden Nukleinsaure. so dafi (i) an 
die fur das Polypeptid kodierende Nukleinsaure wenigstens eine Nukleinsaure addiert 
wird, die fur fein Oligopeptid kodiert, das eine Aminosauresequenz enthalt, die aus SEQ 
ID No: 1 und SEQ ID No: 2 ausgewahit ist; und/oder (ii) in die fur das Polypeptid kodie- 
rende Nukleinsaure wenigstens eine Nukleinsaure inseriert wird, die fur ein Oligopeptid 
kodiert, das die Aminosauresequenz, ausgewahit aus SEQ ID No: 1 und 2, enthalt 
und/oder (ili) wenigstens eine naturlicherweise in der fur das Polypeptid kodierenden 
Nukleinsaure vorkommende Nuklelnsauresequenz durch eine Nukleinsauresequenz 
substituiert wird, die fur ein Oligopeptid kodiert, das eine Aminosauresequenz enthalt, 
die aus: SEQ ID No: 1 und SEQ ID No: 2 ausgewahit ist; 

b) Einklonieren der mutierten Nukleinsaure in einen geeigneten Expressionsvektor; 

c) Transformieren/Transfizieren einer geeigneten Wirtszelle mit dem erhaltenen Ex- 
pressionsvektor; 

d) Kultivieren der transformierten/transfizierten Wirtszelle uhter zur Expression geeigne- 
ten Bedingungen; 
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e) Isolieren und gegebenenfalls Renaturieren der Expressionsprodukte. 

Dem Fachmann sind zahlreiche Verfahren zur Expression von DNA-Sequenzen be- 
kannt; vgl. Reconnbinant Gene Expression Protocols in Methods in Molecular Biology, 
engl. Text , Band 62, Humana Press Totowa. New Jersey (1995). Die Expression kann 
sowohl konstitutiv als auch induzierbar sein, wobei Induktoren wie beispielswelse IPTG 
und Zn^"*" dem Fachmann bekannt sind. 

Die der Mutagenese zuzufuhrenden Nukleinsauresequenzen, die fur ein Polypeptid mit 
biologlscher Aktivitat kodieren, sind beispielsweise durch ein Screening von cDNA- 
Banken, die aus Gewebe hergestellt wurden, die das Polypeptid exprimieren, Oder von 
genomischen DNA-Banken mit einer nachweisbar markierten spezifischen Sonde er- 
haltlich. Die Identifizierung positiver cDNA-/genomischer DNA-Klone erfolgt gema(S 
Standardverfahren; vgL Maniatis et al., Molecular Cloning (1989), Cold Spring Harbor 
Laboratory Press. Die Nukleinsauresequenz, die fur das Oligopeptid kodiert, das die 
erfindungsgemalie Aminosauresequenz enthalt, kann beispielsweise durch Kassetten- 
mutagenese oder durch rekombinante Polymerasekettenreaktion (PCR) in die doppel- 
strangige DNA eingefugt werden. Die entsprechenden Methoden sind dem Fachmann 
bekannt (z.B. Wang et aL, 1997; Ruppert et ai., 1996). Die erhaltene mutierte doppel- 
strangige DNA wird sodann in einen Expresstonsvektor eingefugt. 

Die verwendbaren Vektoren und Wirtszellen wurden bereits vorstehend beschrieben. 
Wird die Expression in E. co// durchgefuhrt, so kann das Protein aus dem unloslichen 
Anteil der Zellen durch Guanidiniumhydrochlorid herausgelost werden (Ruppert et al., 
1996). Sodann wird die Polypeptidvariante renaturiert und uber Chromatographie ge- 
reinigt. Fur die Reinigung von Proteinen aus der TGF-p Superfamilie ist ein pH-Wert von 
8 bevorzugt, wobei bevorzugt bei hoher Salzkonzentratlon (1 M NaCI), in Gegenwart 
von schwachen Detergentien und mit Redoxmediatoren gearbeitet wird. 
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Alternativ kann die Polypeptidvariante aus dem Kulturmedium erhalten werden, wenn 
ein geeigneter Expressionsvektor verwendet wird, derzur Expression der Polypeptidva- 
riante nnit einer geeigneten sekretorischen Signalsequenz fuhrt. 

Die Erfindung stellt weiterhin pharmazeutische Zusammensetzungen bereit, die minde- 
stens eine erflndungsgemafte Polypeptidvariante und physiologisch vertragliche Zu- 
satzstoffe, die im Stand der Technik bekannt sind, enthalten. Bevorzugt ist hierbei, dafl 
die Polypeptidvariante von einem biologisch aktiven Polypeptid abgeleitet ist. beispiels- 
weise von einem Cytokin Oder einem Wachstumsfaktor. Besonders bevorzugt sind hier- 
bei Hormone, Cytokine und Wachstumsfaktoren, die an der Osteogenese beteiligt sInd. 
Die erhohte Heparin-Bindungsfahigkeit der Polypeptidvarianten fuhrte hierbei zu einer 
verringerten Diffusion der therapeutisch wirksamen Polypeptidvarianten von der Hepa- 
rin-Komponente der demineralisierten Knochenmatrix und somit zu einer erhohten loka- 
len Konzentration therapeutisch wirksamer Stoffe. 

Allgemein wurde auch eine erhohte Bindungsfahigkeit fur extrazellulare Matrix- 
Strukturen und Zelloberflachen beobachtet. Die therapeutisch wirksamen Polypeptidva- 
rianten sind somit verwendbar zur Vorbeugung und/oder Behandlung von Krankheiten, 
an denen die extrazellulare Matrix Oder Zelloberi^lachen beteiligt oder benachbart sind. 

Gehoren die den Polypeptidvarianten zugnjndeliegenden Polypeptide zur DVR-Familie. 
so sind sie zur Forderung des Knochenwachstums und -reparatur geeignet. Die Beteili- 
gung von GDF-5 an der Knorpel-Bildung ist beschrieben und fur die Sehnen- 
Entwlcklung wird sie postuliert. Somit sind von GDF-5 abgeleiteten Polypeptidvarianten 
zur Knorpel- und Sehnen-Reparatur geeignet BMP-7/OP-1 unterdruckt die Produktion 
von GDF-5, welches moglicherweise einen Mechanismus zum Ausgleich der Knochen- 
und Knorpel-Bildung darstellt. Somit weisen von BMP-7 abgeleiteten Polypeptidvarian- 
ten regulatorische Eigenschaften in bezug auf die Knochen- und Knorpel-Bildung auf. 

BMP-7 ist an der Nieren- und Augen-Entwicklung, BMP-6 an der Haut- und BMP-2 an 
der Herz-Entwicklung beteiligt Somit konnen gemali der voriiegenden Erfindung die von 
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BMP abgeleiteten Polypeptidvarianten zur Regulation der Nieren-, Augen-, Haut- und 
Herz-Entwicklung verwendet werden. 

Weiterhin wird die Angiogenese durch GDF-5 induziert. Daher sind GDF-5 von abgelei- 
teten Polypeptidvarianten sinnvoll zur Stimulierung der Angiogenese einsetzbar 

Gehoren die Polypeptide der Polypeptidvarianten zur TGF-p-Familie, so sind die thera- 
peutisch wirksamen Polypeptidvarianten zur Immunsuppression, Entzundungshem- 
mung. Stimulierung der Knochen- und Knorpel-Bildung geeignet. Sie sind aufgrund der 
verstarkten Ablagerung von Extrazellularmatrix-Komponenten wie Collagenen, Fibro- 
nectln, Glykosaminoglykanen und Proteoglykanen zur Wundheilung verwendbar. 

Weiteriiin sind die Polypeptidvarianten auf TGF-p-Basis zur Verhinderung der Retina- 
Ablosung verwendbar Femer sind sie vorteilhaft anwendbar bei oraler Mukositis, die als 
Nebenwirkung der Tumor-Chemotherapie auftritt. Aufgrund der allgemeinen Zellwachs- 
tumshemmung durch TGF-p's konnen sie zur Unterdruckung von Krebszellen wie bei- 
spielsweise Brustkrebszellen verwendet werden. 

Die Beteiligung der Hypophysen-Hormone. Aktivine und Inhibine bei der Modulation des 
weiblichen Menstruationszyklus ist bekannt. Aktivin induziert und Inhibin hemmt die 
Synthese der Hypophysen-Hormone FSH und LH. Somit wird die Venwendung der er- 
findungsgemafien Polypeptidvarianten zur Regulation des weiblichen Menstruationszy- 
klus vorgeschlagen. 

Inhibine unterdrucken die Entwicklung von Keimdrusen-Tumoren. Inhibin-abgeleitete 
Polypeptidvarianten konnten daher bei der Prophylaxe und zur Behandlung von Keim- 
drusen-Tumoren eingesetzt werden. 

Aktivine sind vermutlich an der Wundheilung beteiligt. Die Erfindung umfafit somit die 
Verwendung von von Aktivin abgeleiteten Polypeptidvarianten zur Herstellung von Me- 
dikamenten zur Wundheilung. 
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Aktivine sind moglicherweise bei der Entwicklung und dem Umsatz von Knorpel zu Kno- 
chen beteiligt. Die von Aktivin abgeleiteten Polypeptidvarianten sind somit zur Regulati- 
on des Knochen- bzw. Knorpel-Wachstums geeignet. 

Aktivin fordert die Expansion von Blast-biidenden Untereinheiten und Kolonie-bildenden 
Untereinheiten wahrend der Hannatopoese, wohingegen Ininibin diese Funktionen iniii- 
biert. Daher wird die Verwendung von Polypeptidvarianten, die von diesen Proteinen 
abgeleitet sind, zur Regulation der Hamatopoese vorgeschlagen. 

Weitere besonders relevante Polypeptide, die als Grundlage fur die Polypeptidvarianten 
dienen konnen, sind MIS und GDNF (Glial cell line derived neurotrophic factor), die bei- 
de an der Embryonal-Entwicklung beteiligt sind. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform stellt die Erfindung ferner eine Matrix zur Osteoin- 
duktion bereit, die mindestens eine Polypeptidvariante und einen Trager umfafJt. Wei- 
terhin wird ein in wfro-Verfahren zur Osteoinduktion, in dem die osteoinduktive Matrix 
verwendet wird, vorgeschlagen. 

Im Stand der Technik sind osteoinduktive Matrizen vorgeschlagen worden, die Wachs- 
tumsfaktoren enthalten. Beispielsweise befindet sich eine von der Firma Integra Life 
Sciences Corp. hergestellte Collagen-Matrix, die rekombinantes humanes BMP-2 um- 
fafSt, in der Entwicklung (Hollinger et al., 1998). Weiterhin entwickelt die Firma Sofamor - 
Danek Titankafige, die rekombinantes humanes BMP-2 enthalten. Schlielilich gibt es 
eine Vorrichtung unter der Bezeichnung "NOVOS™" von der Firma Creative Biomolecu- 
les, nun als Weiterentwickiung durch die Firma Stryker bekannt, die osteoinduktives Typ 
I Knochencoilagen und rekombinantes OP-1 (BMP-7) enthalt. Diese Vorrichtung befin- 
det sich in der klinischen Phase III in den Vereinigten Staaten von Amerika. Die Ver- 
wendungen umfassen die Behandiung von orthopadischen Traumata, maxillofaziale 
Reparaturen und avaskulare Nekrosen, Weiterhin wird die Verwendung von BMP-7 zur 
Behandiung von Knorpelschaden, Nierenversagen, Hirn- und Ruckenmarksschadigun- 
gen, Herzinfarkt und Osteoporose vorgeschlagen. 
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Typischerweise wird also ein Matrix-Material mit osteoinduktiven Wachstumsfaktoren 
versetzt und diese Matrix operativ eingesetzt. Die Matrix ist hierbei nicht nur der Trager 
des Wachstumsfaktors, sondern verleiht auch physikalische Stabilitat und verhindert 
das Eindringen von Weichteilgewebe in den Ort des Knochendefektes. Das HInzufugen 
der Wachstumsfaktoren soil hierbei das Ersetzen des Implantates durch neuen Kno- 
chen beschleunigen. 

Ein Hauptproblem bei den bekannten Matrix-Typen besteht jedoch darin, dafl die in der 
Matrix enthaltenen Proteine sehr rasch den Ort der Anwendung verlassen. Da die Kno- 
chenreparatur jedoch ein relativ langsamer Vorgang auch bei Anwesenheit von 
Wachstumsfaktoren ist, wirkt die kurze Verbleibzeit des hinzugefugten Proteins limitie- 
rend. 

Da die biologische Wirkung von osteoinduktiven Wachstumsfaktoren darin besteht, die 
Immigration von pluripotenten mesenchymalen Zellen unter Bildung von Chondro- und 
Osteovorlauferzellen zu induzieren und deren Aktivitat zu stimulieren, erfordert dies die 
Lokalisierung der Wachstumsfaktoren an der Reparaturstelle. Wachstumsfaktoren, die 
aus der Reparaturstelle herausdiffundieren, sind einerseits fur die beabsichtigte thera- 
peutische Wirkung sinnlos und bergen andererseits die Gefahr einer ektopischen Kno- 
chenbildung. 

Die erfindungsgemafien Polypeptidvarianten zeichnen sich im Vergleich mit den be- 
kannten Polypeptiden durch eine erhohte Heparin-Bindungsfahigkeit aus, die bei Ver- 
wendung von Heparin bzw. Heparin-ahnlichen Strukturen als Matrixmaterial Oder auf die 
Matrix aufgebrachtes Material das rasche Wegdiffundieren der Polypeptidvarianten vom 
Trager verhindert. Die Polypeptidvarianten bleiben somit am Ort der Wirkung lokalisiert. 
In einer bevorzugten Ausfuhrungsform besteht der Trager aus Heparin, Hydroxylapatit, 
Hyaturonsaure, synthetischen Polymeren Oder Collagen, Die Tragerstoffe konnen re- 
sorbierbar oder nicht resorbierbar sein. 

Im Stand der Technik sind verschiedene Verfahren zum Herstellen von pharmazeutisch 
vertraglichen Matrizen bekannt. Beispiele pharmazeutisch verlraglicher Matrizen sind in 
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Wagner et al., 1996, und Fischgrund et al., 1997 beschrieben. Die Matrix kann in Form 
eines Blockes, Gels, Vlies, einer Kugel Oder Granula ausgebildet sein. 

Die Verteilung der Poiypeptidvarianten innerhalb der Matrix kann homogen oder nicht- 
homogen sein, wobei eine homogene Verteilung bevorzugt ist. Die Verteilung der Poly- 
peptidvariante kann, abhangig von der Grofie des Defektes oder der Dauer des Hei- 
lungsvorgangs, vorteilhaft gestaltet werden. Die Polypeptidvariante sollte hierbei in einer 
Konzentration von ungefatir 100 ^ig/cm^ bis ungefaiir2 mg/cm^, vorzugsweise 250 
|ag/cm^ bis 750 |ag/cm^ und besonders bevorzugt 450 |ag/cm^ bis 550 |Lig/cm^ Trager lie- 
gen. In der Regel wird eine Konzentration von ungefahr 500 |j,g/cm^ verwendet werden. 

Erfindungsgemafi kann die osteoinduktive Matrix zur Behandlung von orthopadischen 
Traunnata, maxillofaszialen Reparaturen und avaskularen Nekrosen verwendet werden. 
Weiterhin wird die Verwendung zur Prophylaxe und Therapie von Knorpelschaden, Nie- 
renversagen, Hirn- und Ruckenmarksschadigungen, Herzinfarkt und Osteoporose vor- 
geschlagen. 

Die erfindungsgemade osteoinduktive Matrix weist bei Verwendung rekombinant her- 
gestellter Poiypeptidvarianten weiterhin den Vorteil auf, daS sie frei von Kontaminatio- 
nen, z. B. Viren ist, die bei Wachstumsfaktoren tierischer Herkunft von Zeit zu Zeit be- 
obachtet werden. 

Die erfindungsgemaUe osteoinduktive Matrix kann in vitro verwendet werden, um in 
Gewebekultur die Ansiedlung von Osteoblasten und/oder Chondroblasten zu ermogli- 
chen. Diese so vorbereiteten osteoinduktiven Matrizen konnen sodann autolog oder 
heterolog mit chirurgischen Verfahren in Patienten eingebracht werden (Kubler et al, 
1997; Kubler et ai., 1998; Chen et al., 1998). 

Es ist beabsichtigt, mit den nachfolgenden Figuren und Beispielen die Erfindung zu er- 
lautern, diese jedoch in keiner Weise einzuschranken. Dem Fachmann sind aufgrund 
der Beschreibung und der Beispiele weitere Ausfuhrungsformen zuganglich, die eben- 
falls umfadt sind. 
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Beschreibunq der Figuren: 

Fig. 1 zeigt Abbildungen einiger Strukturformeln von typischen Disaccharideinheiten 
Heparin-ahnlicher Strukturen, wie sie unter anderem in bestimmten Glykosaminoglyka- 
nen auftreten. 

Fig. 2 zeigt das Bild eines mit Coomassie Blau angefarbten SDS-Polyacrylamidgels 
nach Auftrennung der in E. coli exprimierten und gereinigten Varianten T3 und T4 sowie 
von BMP-2 und EHBMP-2 in oxidierter (oben) und reduzierter (unten) Form. Links ist 
jeweils ein Molekulargewichtsstandard (15, 20, 30. 35, 68 und 94 kD) aufgetragen. Die 
Gele wurden (von links nach rechts) wie folgt beladen: Spuren 1-4; je 2 ^ig BMP-2, 
EHBMP-2, T3 (SEQ ID No: 5) und T4 (SEQ ID No: 6); Spuren 5-8: je 5 ^g BMP-2, 
EHBMP-2, T3, T4. 

Fig. 3 zeigt eine graphische Darstellung von mit dem Pharmacia BIA2000 System auf- 
genommenen Sensogrammen der Bindung der Varianten T3 und T4 (SEQ ID No: 5 und 
6) sowie von BMP-2 an Heparin. 

Fig. 4 zeigt eine graphische Darstellung von mit dem BIA2000 System aufgenommenen 
Sensogrammen der Bindung der Varianten T3 und T4 (SEQ ID No: 5 und 6) sowie von 
BMP-2 an die Ektodomane des Rezeptors BMPR-IA. 

Fig. 5 zeigt in einer graphischen Darstellung den Einbau von ^^S04 in kultivierte Zellen 
aus Gliedmafienknospen von Huhnerembryonen in Abhangigkeit von der Konzentration 
von BMP-2, der Variante T3 und der Variante T4 (SEQ ID No. 5 und 6). 

Fig. 6 zeigt in einer graphischen Darstellung die Induktion der Alkalischen Phosphatase 
in kultivierten C2C12 Zellen in Abhangigkeit von der Konzentration von BMP-2, der Va- 
riante T3 und der Variante T4 (SEQ ID No. 5 und 6). 
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Fig. 7a und 7b zeigen histologische Ansichten von in der Maus gebildeten Ossikein, die 
durch Innplantation von BMP-2 induziert wurden. Die Praparate wurden mit Hematoxylin- 
Eosin gefarbt. Ossikel erscheinen violett, mit darin eingeschlossenen weissen Oder dun- 
kelvioletten Arealen. Bel den dunkelvioletten Bereichen handelt es sich um Knochen- 
mark, bei den weissen Zellen unn Fettgewebe, das naturlicherweise im Knochenmark 
vorkommt Die unngebende Muskulatur ist intensiv rot gefarbt. 

Fig. 8 zeigt die histologische Ansicht eines in der Maus gebildeten Ossikels, das durch 
Behandlung mit T3 induziert wurde. Das Praparat wurde ebenfalls mit Hematoxyiin- 
Eosin gefarbt. 

Fig. 9 zeigt eine Rontgenaufnahme eines durch T3-lmplantation in der Maus gebildeten 
Ossikels. 

Fig. 10 zeigt die histologische Ansicht eines in der Maus gebildeten Ossikels, das durch 
Behandlung mit T3 induziert wurde. 

Methoden 

Messunq der Heparin-Bindunq 

Zur Messung der Heparin-Bindung wurde Heparin 6000 aminobiotinyliert (Mach et al., 
1993) und an einen Streptavidin-beschichteten Biosensor CMS (Pharmacia Biosensor 
AB) fixiert. Die Bindung von Polypeptiden und erfindungsgemaBen Polypeptidvarianten ~ 
mit erhohter Heparin-Bindungsfahigkeit an den Heparin-dotierten Biosensor wurde mit 
Hilfe eines BIA2000 Gerates gemessen. Die einzelnen Versuchsbedingungen sind vor- 
beschrieben (Ruppert et al., 1996). 

Messung der Bindung an den Rezeptor BMPR-IA 

Zur Messung der Bindung wurde die Ektodomane des Rezeptors BMPR-IA aminobio- 
tinyliert (Shen et al,, 1996) und an einen Streptavidin-beschichteten Biosensor CMS 
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(Pharmacia Biosensor AB) fixiert. Die Bindung von Polypeptiden und den erfindungs- 
gemafien Polypeptidvarianten an den Rezeptor-dotierten Biosensor wurde mit Hilfe ei- 
nes BIA2000 Gerates gemessen. 

Messung der bioloqischen Osteoinduktions-Aktivitat 

Zur Messung der biologischen Aktivitat wurde folgendes Zeflkultursystem verwendet: 
Zellen aus den Gliedmafienknospen von Huhnerembryonen wurden isoliert und fur die 
Messung des BMP-abhangigen Einbaus von ^^S04 in Proteoglykane verwendet 
(Ruppert et al., 1996). Es wurde ein Konzentrationsbereich fur das BMP-Protein ge- 
wahlt, der es ernnoglichte, sowohl die maximale Zellantwort als auch die ECso- 
Konzentration (Konzentration, bei der 50 % des maximalen Einbaus erreicht werden) zu 
bestimmen. 

Die myoblastare Maus-Zellinie C2C12 wurde verwendet. urn die BMP-ablnangige Induk- 
tion der Alkalischen Phosphatase zu bestimmen (Katagiri et al., 1994). Es konnten die 
maximale Zellantwort und die ECso-Konzentration bestimmt werden. 

Beispiel 1 : Expression und Charakterisierung von T3 

Es wurde cDNA (Ruppert et a!., 1996), die fur das reife humane BMP-2 (NIH-Datenbank 
Entrez/Swiss-Prot Nr. P12643) und zusatzlich ATGGCT (Met-Ala) am 5' Ende kodierte, 
einer Kassetten-Mutagenese (Wang et al., 1997) unterworfen. Zwischen die singularen 
Spaltstellen fur A/col und Afl\l wurde folgende doppelstrangige DNA eingeftigt: 

5' CATGGCTCAAGCCAAACACAAACAGCGGAAACGCGCTCGTAAACGTC 3* SEQ ID NO: 9 
3' CGAGTTCGGmGTGTTTGTCGCCmGCGCGAGCAmGCAGAA 5 SEQ ID NO: 10 

Dadurch wurde zwischen Gin an Position 8 und Arg an Position 9 eines humanen Met- 
Ala-BMP-2 zusatzlich die Sequenz Arg-Lys-Arg-Ala (SEQ ID No. 3) eingefugt. Die mu- 
tierte cDNA wurde als A/col/Sa/T?H I -Fragment in den Expressionsvektor pRBSIIPn25X/o 
(Stueber et al.. 1984) integriert, und die Mutation durch Sequenzierung bestatigt. 
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Nach Expression und Isolierung zeigte sich, dad die so hergestellte Variante T3 in der 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ein im Vergleich zu BMP-2 erwar- 
tungsgemali hoheres apparentes Molekulargewicht aufwies. T3 interagierte in Biosensor 
Experimenten (BiA2000) mit unveranderter Affinitat (Dissoziationskonstante Ka: ca. 
200 pM) mit der Ektodonnane des BMP-Rezeptors BMPR-IA (NIH-Datenbank 
Entrez/Swiss-Prot Nr. P36894). Die Bindung an Heparin war jedoch im Vergleich zu 
BMP-2 erhoht, wohingegen die Abdissoziierung verlangsamt war. 

Die blologische Aktivitat war in verschiedenen Testsystemen verandert. Die uber einen 
Sulfateinbau gemessene Proteoglykansynthese in Zellen der GliedmaBenknospen von 
Huhnerembryonen zeigte einen hoheren ECso-Wert fur T3 im Vergleicii zu BI\/IP-2. Der 
maximal erreichbare Einbau war unverandert. Die Induktion der Alkalisclnen Phosphata- 
se-Aktivitat in der C2C1 2-Zellinie zeigte fur T3 ebenfalls einen hoheren ECso-Wert als 
fur BMP-2. 

Beispiel 2: Expression und Charakterisierung von T4 

Es wurde Beispiel 1 mit der Ausnahme wiederholt, daR. folgende doppelstrangige DNA 
in die BMP-2 cDNA integriert wurde: 

5 catggctcaagcx:aaacacaaacagcggaaacxbcgctaagca^^ 3' 

3' CGAGTTCGCmGTGmGTCGCCmGCGCGATTCGTA^ 5 

Die obere Sequenz wird mit SEQ ID NO: 1 1 , die untere mit SEQ ID NO: 12 im Sequenz- 
protokoll angegeben. 

Dadurch wurde zwischen Gin an Position 8 und Arg an Position 9 des BMP-2 zusatzlich 
die Sequenz Arg-Lys-Arg-Aia-Lys-His-Lys-GIn eingefugt. 

Die so exprimierte und isolierte Variante T4 wies in der SDS-PAGE ein hoheres appa- 
rentes Molekulargewicht als T3 und BMP-2 auf. T4 bindet an die Ektodomane des BMP- 
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Rezeptors BMPR-IA mit einer Dissoziationskonstante von etwa 340 pM. Dies entspricht 
der Rezeptor-Affinitat von BMP-2 (Kd 320 pM). Die Bindung von T4 an Heparin war je- 
doch im Vergleich zu BMP-2 erhoht. und die Abdissoziierung verlangsamt. Die Freiset- 
zung von T4 von Heparin war uberraschenderweise langsamer als die von T3. 

Die biologische Aktivitat von T4 ist im Vergleich zu BMP-2 verandert. T4 zeigt wahrend 
der Proteoglykansynthese (Sulfateinbau) in Zellen von Gliedmalienknospen von 
Huhnerembryonen einen hoheren ECso-Wert als BMP-2 (und sogar hoher als T3). 
Ebenso wird die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase in C2C12-Zellen durch T4 bei 
einem hoheren ECso-Wert induziert als durch BMP-2. 

Beispiel 3: Untersuchungen zur in wVo-Wirksamkeit der Poiypeptidvarianten 

Als Methode wurde hierbei die Induktion von ektotopem Knochen im Oberschenkelmus- 
kel der Maus gewahit Bel ektoper Knochenbiidung entsteht Knochen de novo in einem 
fremden Gewebe und ohne Kontakt zum Skelettsystem. Der Vorteil dieses Testsystems 
liegt in seiner hohen Stringenz. Da kein Kontakt mit skelettalem Knochen existiert, spie- 
len regenerative Knochenheilungsprozesse keine Rolle. Somit werden falsch positive 
Versuchsergebnisse vermieden, die durch Verletzung des Knochens wahrend der Ope- 
ration verursacht werden konnten. 

Die Methode zur Induktion ektoper Knochenbiidung in iCR-Mausen ist im Detail be- 
schrieben in Kubler und Urist, 1991, 

BMP-2 und die Variante T3 wurden in unterschiedlichen Konzentrationen mit Rinder- 
serumalbumin als Trager vermischt, und in den Musculus quadriceps femoris von ICR- 
Mausen implantiert. Nach 3 Wochen wurde das gebildete Knochenmaterial durch Ront- 
genaufnahmen und histologische Untersuchungen charakterisiert. 

Die Implantation von Rinderserumalbumin ohne BMP (Kontrolle) ergab in keinem Fall 
nachweisbare Knochenbiidung. Weder mit BMP-2 noch mit T3 wurden Anzeichen fur 
eine Entzundung Oder sonstige schadliche Nebenwirkungen beobachtet. Fig. 7 ist zu 
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entnehmen, dafl BMP-2 die Bildung von Knochenmatrix und Knochenmark induzieren 
konnte. Fig. 8 zeigt die entsprechende Abbildung fur die Behandlung mit T3. Im Ver- 
gleich zum Ergebnis mit BMP-2 zeigt sich fur T3, dafi das Verhaltnis von Knochenmatrix 
zu Knochenmark stark in Richtung eines hohen Anteils von Knochenmatrix verschoben 
ist. 

Fig. 9 zeigt eine Rontgenaufnahme eines durch T3 Implantation gebildeten Ossikels. Die 
GroRe des Ossikels unterscheidet sich nicht wesentlich von Ossikein, die im gleichen 
Testsystem mit konventionellen BMPs erhalten wurden. 

Fig. 10 zeigt die histologische Ansicht eines Ossikels, das durch Behandlung mit T3 in- 
duziert wurde. Die Farbung wurde hier mit Masson-Trichrome durchgefuhrt, was es er- 
laubt, den Differenzierungsstatus von Knochengewebe zu unterscheiden. Rote Farbe 
zeigt komplett ausdifferenzierten Knochen an, turkise Areaie sind noch im Prozess der 
Ossifikation begriffen. Zum Teil konnen in dem turkis gefarbten Gewebe runde, weisse 
Zellen ausgemacht werden; es handelt sich dabei um Restanteile von knorpelbildenden 
Chondrocyten, da die BMP-induzierte Knochenbildung durch endochondral Ossifikati- 
on erfolgt (transiente Knorpelbildung). 

Die den Figuren 7 bis 10 zugrundeiiegenden Versuche werden mit jeweils 10 ^g re- 
kombinantem humanem BMP-2 bzw. rekombinanten T3 (SEQ ID No. 5) durchgefuhrt. In 
der folgenden Tabelle wird die in vivo Wirksamkeit von BMP-2 und rekombinantem T3 
verglichen. 
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rhBMP-2 (^g) 


T3 (^g) 


Knochenbildung 






0/30 


0,4 




0/3 




0,4 


3/4 


1 




0/9 




1 


4/4 


4 




3/3 




4 


4/4 . 


10 




10/11 




10 


4/4 



Tabelle 1: Vergleich der durch BMP-2 bzw. T3-induzierten Knochenbildung. 

Es zeigt sich, daS T3 bei geringen Konzentrationen wirksamer ist als BMP-2 (Tabelle 1). 
Bei Implantation von 1 ^g BMP-2 erfolgte in keinem von neun Versuchen Knochenbil- 
dung, wohingegen bei der gleichen Menge T3 in vier von vier implantierten Tieren Kno- 
chen gebildet wurde. T3 induziert sogar bei Applikation von nur 0,4 |Ltg noch in 3 von 4 
Tieren Knochenbildung. 

Die Ergebnisse zeigen, dafi die Polypeptidvariante mit erhohter Heparin-Blndungs- 
fahigkeit /n vivo die Knochenbildung induzieren kann. Es wurden in keinem Fall Entzun- 
dungsreaktionen Oder sonstige Unvertraglichkeiten beobachtet. Im Vergleich zu kon- 
ventionellem BMP-2 bewirkt die Anwendung von T3 die Bildung eines Ossikels mit we- 
sentlich hoherem Anteil an Knochenmatrix. Da die Matrix dem Knochen seine mechani- 
sche Stabilitat verleiht, wird ein in diesem Sinne dichterer Knochen eine wesentlich ho- 
here Festigkeit und funktionelle Belastbarkeit aulweisen. Es wird also im Vergleich zu 
BMP-2 die Bildung eines Knochens mit deutlich hoherer Qualitat induziert. Da T3 bei 
einer geringeren Konzentration als BMP-2 in vivo biologische Wirksamkeit zeigt, kann 
auch die erforderliche Menge an Wachstumsfaktor reduziert werden. Dies stellt einen 
wunschenswerten Vorteil der Polypeptidvariante im Vergleich zu BMP-2 dar. 
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Patentanspruche 

1 . Polypeptidvariante mit erhohter Heparin-Bindungsfahigkeit, dadurch 
gekennzeichnet, 6aQ> 

(i) an die Aminosauresequenz eines Polypeptides wenigstens ein 
Oligopeptide umfassend die Aminosauresequenz X1X2X3X4X5X6. addiert 1st; 
und/oder 

(ii) in die Aminosauresequenz eines Polypeptides wenigstens ein 
Oligopeptid. umfassend die Aminosauresequenz X1X2X3X4X5X6, inseriert 
ist und/oder 

(iii) wenigstens eine naturlichenA^eise in der Aminosauresequenz eines 
Polypeptids vorkommende Oligopeptidsequenz durch ein Oligopeptid, 
umfassend eine Aminosauresequenz X1X2X3X4X5X6, substituiert ist, 

wobei 

Xi=K, RoderH; 
X2=K, R Oder H; 

X3=K, R, H Oder keine Aminosaure; 

X4=kein K, R, H, sonst beliebige Aminosaure; 

X5=kein K, R, H, sonst beliebige Oder keine Aminosaure; 

X6=kein K, R, H, sonst beliebige oder keine Aminosaure (SEQ ID NO:1) 

Oder 

Xi=K, R Oder H; 

X2=kein K. R, H. sonst beliebige Aminosaure; 
X3=K, R Oder H; 

X4=kein K, R, H, sonst beliebige Aminosaure; 

X5=kein K, R. H, sonst beliebige oder keine Aminosaure; 

X6=kein K, R, H. sonst beliebige oder keine Aminosaure (SEQ ID NO:2) 



bedeutet. 
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2. Polypeptidvariante gemaft Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafS ein bis 
vier Kopien des Oligopeptides an ein bis vier Positionen in das Polypeptid eingefugt sind. 



3. Polypeptidvariante gemafJ Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, da(X 
das Oligopeptid die Aminosaurensequenz RKRA (SEQ ID NO:3) oder RKRAKHKQ 
(SEQ ID NO:4) umfaBt. 

4. Polypeptidvariante gemafJ einem der AnspnDche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Oligopeptid an den N-Terminus addiert ist und/oder in den N- 
terminalen Bereich inseriert ist und/oder einen Teil des N-temninaten Bereiches 
substituiert. 

5. Polypeptidvariante genriaB einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Aminosauresequenz der Polypeptidvariante ferner eine fur die 
rekombinante Expression relevante Sequenz am N-Terminus umfaBt, wobei die fur die 
rekombinante Expression relevante Sequenz M Oder MZ ist und wobei M Methionin und 
Z eine oder mehrere beliebige Aminosauren bedeutet. 

6. Polypeptidvariante gemaB einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Polypeptidvariante ferner ein His-Tag umfafit. 

7. Polypeptidvariante gemaS einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daft das Polypeptid biologische Aktivitat aufweist. 

8. Polypeptidvariante gemafl Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet dali das 
Polypeptid osteogenetische Aktivitat aufweist. 

9. Polypeptidvariante gemafl Anspruch 7 oder 8 , dadurch gekennzeichnet, dafS 
das Polypeptid ausgewahit ist aus einem Hormon, einem Cytokin oder einem 
Wachstumsfaktor, oder einem Hormon, einem Cytokin, einem Wachstumsfaktor, das 
durch Addition, Substitution. Insertion, Inversion und/oder Deletion verandert Ist, wobei 
das durch Addition, Substitution, Insertion, Inversion und/oder Deletion veranderte 
Polypeptid wenigstens 10 % der biologischen Aktivitat des unveranderten Polypeptides 
aufweist und/oder mindestens 50 % homolog dazu ist. 
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10. Polypeptidvariante gemafl einem der Anspruche 7 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dafS der Polypeptid aus Mitgliedern der DVR-Familie einschliefilich der 
TGF-(1 Superfamilie ausgewahit ist. 

1 1 . Polypeptidvariante gemafi Anspruch 1 0. dadurch gekennzeichnet, dalS das 
Polypeptid BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7/0P-1 Oder BMP-8/OP-2 ist. 

12. Polypeptidvariante gemafi Anspruch 10 Oder 1 1 . dadurch gekennzeichnet, dafJ 
das Oligopeptid vor dem Cystinknoten eingefugt ist 

13. Polypeptidvariante gemafi einem der Anspruche 10 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Polypeptidvariante die Aminosaurequenz SEQ ID NO: 5 (T3) 
Oder SEQ ID NO:6 (T4) hat. 

14. Polypeptidvariante gemafi einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Polypeptidvariante ein Poly-, Oligo- oder Dimer der 
Polypeptidvariante gemafi einem der Anspruche 1 bis 13 ist. 

15. NukleinsauremolekCil, umfassend eine ftir eine Polypeptidvariante gemafi einem 
der Anspruche 1 bis 14 kodierende Nukleinsauresequenz. 

16. Nukleinsauremolekul gemafi Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
Nukleinsauresequenz von einer genomischen DNA Oder cDNA abgeleitet oder eine 
synthetische DNA ist. 

17. Nukleinsauremolekul gemafi Anspnjch 15 oder 16, weiterhin umfassend einen 
zur Expressionskontrolle geeigneten Promoter, wobei die fur eine Polypeptidvariante 
kodierende Nukleinsauresequenz unter der Kontrolle des Promoters steht. 

18. Nukleinsauremolekul gemafi einem der Anspruche 15 bis 17, wobei das 
Nukleinsauremolekul wenigstens einen Teil eines Vektors enthait. 
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1 9. Wirtszelle, enthaltend ein Nukieinsauremolekul gemafJ einem der Anspruche 1 5 
bis 18. wobei die Wirtszelle eine zur Expression des Nukleinsauremolekuls geeignete 
prokaryontische Oder eukaryontische Zelle ist. 

20. Verfahren zum Herstellen einer Polypeptidvariante mit erhohter Heparin- 
Bindungsfahigkeit gemau einem der Anspruche 1 bis 14, umfassend 

das Addieren wenigstens eines Oligopeptides, das eine Aminosauresequenz enthalt, die 
ausgewahit aus: SEQ ID NO:1 und SEQ ID NO;2, an die Aminosauresequenz eines 
Polypeptides; und/oder 

das Inserieren wenigstens eines Oligopeptides, das eine Aminosauresequenz enthalt, 
die ausgewahit aus: SEQ ID NO:1 und SEQ ID NO:2, in die Aminosauresequenz eines 
Polypeptides; und/oder 

das Substituieren wenigstens einer naturlichenA/eise in der Aminosauresquenz eines 
Polypeptids vorkommenden Oligopeptidsequenz durch ein Oligopeptid, das eine 
Aminosauresequenz enthalt, die ausgewahit Ist aus; SEQ ID NO;1 und SEQ ID NO:2. 

21 . Verfahren gemaR, Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dafJ das Verfahren 
ein chemisches und/oder enzymatisches Syntheseverfahren umfaRt. 

22. Verfahren gemaR Anspruch 20 oder 21 , dadurch gekennzeichnet, dali das 
Verfahren gentechnologische Verfahren umfalit. 

23. Verfahren gemafS einem der Anspruche 20 bis 22, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Verfahren umfalit: 



a) in vitro Mutagenese einer fur ein Polypeptid kodierenden Nukleinsaure, so dafl (i) 
an die fur das Polypeptid kodierende Nukleinsaure wenigstens eine Nukleinsaure addiert 
wird, die fur ein Oligopeptid kodiert, das eine Aminosauresequenz, ausgewahit aus SEQ 
ID Nos. 1 und 2, enthalt; und/oder (il) in die fur das Polypeptid kodierende Nukleinsaure 
wenigstens eine Nukleinsaure inseriert wird, die fur ein Oligopeptid kodiert, das eine 
Aminosauresequenz, ausgewahit aus SEQ ID Nos. 1 und 2, enthalt; und/oder (iii) 
wenigstens eine naturlicheoA^eise in der fur das Polypeptid kodierenden Nukleinsaure 
vorkommende NukleinsSuresequenz durch eine Nukleinsauresequenz substituiert wird. 
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die fur ein Oligopeptid kodiert, das eine Aminosauresequenz, ausgewahit aus: SEQ ID 
NO:1 und SEQ ID NO:2, enthalt; 

b) Einklonleren der mutierten Nuklelnsaure in einen geeigneten Expressionsvektor; 

c) Transformieren/Transfizieren einer geeigneten Wirtszelle mit dem erhaltenen 
Expressionsvektor; 

d) Kuitivieren der transformierten/transfizierten Wirtszelle unter zur Expression 
geeigneten Bedingungen; 

e) Isolieren und gegebenfalls Renaturieren der exprimierten Polypeptidvariante. 

24. Verfahren gemaS einem der Anspruche 20 bis 23, dadurch gekennzeichnet, 
daG das Verfahren in einer prokaryontischen Wirtszelle, vorzugsweise E. coli, 
durchgefuhrt wird. 

25. Verfahren gemali einem der Anspruche 20 bis 23, dadurch gekennzeichnet, 
dali das Verfahren in einer eukaryontischen Zelle, bevorzugt einer Hefe-, Pflanzen-, 
Insekten-, CHO- Oder COS-Zelle, durchgefuhrt wird. 

26. Phamnazeutische Zusammensetzung, umfassend eine Polypeptidvariante gemafJ 
einem der Anspruche 1 bis 14 und gegebenfalls physiologisch vertragliche Zusatzstoffe. 

27. Verwendung einer Polypeptidvariante gemafS einem der Anspruche 1 bis 14 zur 
Stimulienjng der Osteogenese Oder Wundheilung, Oder zur Behandlung von 
Entzundung Oder Krebs. 

28. Zusammensetzung zur Osteoinduktion, umfassend eine Polypeptidvariante 
gemafi einem der Anspruche 1 bis 14 und einen TrSger, ausgewahit aus Heparin, 
Hydroxylapatit, Hyaluronsaure, synthetischen Polymeren und Collagen. 

29. Osteoinduktive Matrix, dadurch gekennzeichnet, daU sie Heparin oder 
Heparin-ahnliche Substanzen enthait oder damit beschichtet ist und an das Heparin Oder 
die Heparin-ahnlichen Substanzen Polypeptidvarianten gemafi einem der Anspruche 1 
bis 14 adsorbiert sind. 
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GEANDERTE ANSPRUCHE 
[beim International Euro am SO.Juni 2000 (30.06.00) eingegangen ; 
urspriingliche Anspruche 1-29 durch neue Anspruche 1-26 ersetzt (5 Seiten)] 

Patentanspruche 

1 . Polypeptidvariante mit erhdhter Heparin-Bindungsfahigkeit. dadurch gekenn- 
zeichnet, dafj 

(i) an die Aminosauresequenz eines Polypeptides wenigstens ein Oligo- 
peptid, umfassend die Aminosauresequenz X1X2X3X4X5X6, addiert ist; 
und/oder 

(ii) in die Aminosauresequenz eines Polypeptides wenigstens ein Oligo- 
peptid, umfassend die Aminosauresequenz X1X2X3X4X5X6. inseriert ist, 
und/oder 

(iii) wenigstens eine naturlicherweise in der Aminosauresequenz eines 
Polypeptids vorkommende Oiigopeptidsequenz durch ein Oligopeptid. 
umfassend eine Aminosauresequenz X1X2X3X4X5X6, substituiert ist. 

wobei 

Xt=K. R Oder H; 
X2=K. R Oder H; 

X3=K. R, H Oder keine Aminosaure; 

X4=kein K, R, H. sonst beliebige Aminosaure; 

X5=kein K, R. H, sonst beliebige Oder keine Aminosaure; 

X6=kein K. R, H, sonst beliebige Oder keine Aminosaure (SEQ ID N0:1) 

Oder 

Xi=K. R Oder H; 

X2=kein K, R. H. sonst beliebige Aminosaure; 
X3=K. R Oder H; 

X4=kein K, R, H, sonst beliebige Aminosaure; 

X5=kein K. R, H, sonst beiiebtge Oder keine Aminosaure; 

X6=kein K. R, H, sonst beliebige Oder keine Aminosaure (SEQ ID N0:2) 

bedeutet und 

das Polypeptid aus Mitgliedern der DVR-Familie einschlieQiich der TGF- 
fi Superfamilie ausgewahit ist. 
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2. Polypeptidvariante gemalJ Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, dafi ein bis vier 
Kopien des Oligopeptides an ein bis vier Positionen in das Polypeptid eingefugt sind. 

3. Polypeptidvariante gemafJ Anspruch 1 Oder 2. dadurch gekennzeichnet. dalS das 
Oligopeptid die Aminosauresequenz RKRA (SEQ ID NO:3) Oder RKRAKHKQ (SEQ 
ID NO:4) umfaBt. 

4. Polypeptidvariante gemali einem der Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet. 
daft das Oligopeptid an den N-Terminus addiert ist und/oder in den N-terminalen Be- 
reich inseriert ist und/oder einen Teil des N-terminaten Bereiches substituiert. 

5. Polypeptidvariante gemaft einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daft die Aminosauresequenz der Polypeptidvariante ferner eine fur die rekombinante 
Expression relevante Sequenz am N-Terminus umfaftt. wobei die fur die rekombi- 
nante Expression relevante Sequenz M Oder MZ ist und wobei M Methionin und Z 
eine Oder mehrere beliebige Aminosauren bedeutet. 

6. Polypeptidvariante gemaft einem der Anspruche 1 bis 5. dadurch gekennzeichnet, 
daft die Polypeptidvariante femer ein His-Tag umfaftt. 

7. Polypeptidvariante gemaft einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet. 
daft das Polypeptid durch Addition. Substitution. Insertion. Inversion und/oder Dele- 
tion verandert ist. wobei das durch Addition. Substitution. Insertion, Inversion 
und/oder Deletion veranderte Polypeptid wenigstens 10 % der biologischen Aktivitat 
des unveranderten Polypeptides aufweist und/oder mindestens 50 % homolog dazu 
ist. 

8. Polypeptidvariante gemaft einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet. 
daft das Polypeptid BMP-2. BMP-4. BMP-5. BMP-6, BMP-7/OP-1 Oder BMP-8/OP-2 
ist. 

9. Polypeptidvariante einem der Anspruche 1 - 8. dadurch gekennzeichnet. daft das 
Oligopeptid vor dem Cystinknoten eingefOgt ist. 
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1 0. Polypeptidvariante gemalS Anspruch 8 Oder 9, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Polypeptidvariante die Aminosaurequenz SEQ ID NO: 5 (T3) oder SEQ ID N0:6 (T4) 
hat. 

11. Polypeptidvariante gemaS einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeich- 
net. daB die Polypeptidvariante eln Poly- Oligo- oder Dimer der Polypeptidvariante 
gemalS einem der Anspruche 1 bis 10 ist. 

12. NukleinsauremolekOI. umfassend eine fur eine Polypeptidvariante gemalS einem der 
Anspruche 1 bis 1 1 kodierende Nukleinsauresequenz. 

13. Nukleinsauremolekul gemas Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dalJ die Nuk- 
leinsauresequenz von einer genomischen DNA oder cDNA abgeleitet oder eine 
synthetische DNA ist. 

14. Nukleinsauremolekul gemaa Anspruch 12 oder 13, weiterhin umfassend einen zur 
Expressionskontrolle geeigneten Promoter, wobei die fur eine Polypeptidvariante 
kodierende Nukleinsauresequenz unter der Kontrolle des Promoters steht. 

15. Nukleinsauremolekul gemaa einem der Anspruche 12 bis 14, wobei das Nukleinsau- 
remolekul wenigstens einen Teil eines Vektors enthait. 

16. Wirtszelle, enthaltend ein Nukleinsauremolekul gemas einem der Anspruche 12 bis 
15. wobei die Wirtszelle eine zur Expression des Nukleinsauremolekuls geeignete 
prokaryontische oder eukaryontische Zelle ist. 

17. Verfahren zum Herstellen einer Polypeptidvariante mit erhohter Heparin- 
Bindungsfahigkeit gemali einem der Anspruche 1 bis 1 1 , umfassend 

das Addieren wenigstens eines Oligopeptides, das eine Aminosauresequenz enthalt 
die ausgewahit aus: SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO:2, an die Aminosauresequenz 
eines Polypeptides; und/oder 

das Inserieren wenigstens eines Oligopeptides, das eine Aminosauresequenz ent- 
halt. die ausgewahit aus: SEQ ID NO:1 und SEQ ID NO:2. in die Aminosaurese- 
quenz eines Polypeptides; und/oder 

das Substituieren wenigstens einer naturlichenveise in der Aminosauresquenz eines 
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Polypeptids vorkommenden Oligopeptidsequenz durch ein Oligopeptid, das eine m- 
minosSuresequenz enth^lt, die ausgewahit ist aus: SEQ ID NO:1 und SEQ ID NO:2. 

18. Verfahren gemalS Anspmch 17. dadurch gekennzelchnet. daS das Verfahren ein 
chemisches und/oder enzymatisches Syntheseverfahren umfaftt 

19: Verfahren gemaU Anspmch 17 Oder 18, dadurch gekennzeichhet. daft das Verfah- 
ren gentechnologische Verfahren umfaftt. 

20. Verfahren gemaB einem der AnspnJche 17 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daS 
das Verfahren umfalit: 

a) in vitro Mutagenese einerfur ein Polypeptid kodierenden Nukleinsaure, so daG (i) 
an die fur das Polypeptid kodierende Nukleinsaure wenigstens eine Nukleinsaure 
addiert wird, die fur ein Oligopeptid kodiert, das eine Aminosauresequenz, ausge- 
wahit aus SEQ ID Nos. 1 und 2, enthalt; und/oder (ii) in die fur das Polypeptid kodie- 
rende Nukleinsaure wenigstens eine Nukleinsaure inseriert wird, die fur ein Oligo- 
peptid kodiert. das eine Aminosauresequenz. ausgewahit aus SEQ ID Nos. 1 und 2. 
enthalt; und/oder (iii) wenigstens eine naturlicherweise in der fur das Polypeptid ko- 
dierenden Nukleinsaure vorkommende Nukleinsauresequenz durch eine NukleinsSu- 
resequenz substituiert wird, die fur ein Oligopeptid kodiert, das eine Aminosaurese- 
quenz, ausgewahit aus: SEQ ID NO:1 und SEQ ID NO:2, enthalt; 

b) Einklonieren der mutierten Nukleinsaure in einen geeigneten Expressionsvektor; 

c) Transfonmieren/Transfizieren einer geeigneten Wirtszelle mit dem erhaltenen Ex- 
pressionsvektor; 

d) Kultivieren der transformierten/transfizierten Wirtszelle unter zur Expression ge- 
eigneten Bedingungen; 

e) Isolieren und gegebenfalls Renaturieren der exprimierten Polypeptidvariante. 

21 . Verfahren gemaft einem der Anspruche 1 7 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dalS 
das Verfahren in einer prokaryontischen Wirtszelle, vorzugsweise E. coli, durchge- 
fuhrt wird, 

22. Verfahren gemafi einem der Anspruche 17 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dalS 
das Verfahren in einer eukaryontischen Zelle, bevorzugt einer Hefe-. Pflanzen-. In- 



GEANDERTES BLATT (ARTEKEL 19) 



wo 00/47736 



42 



PCT/EPOO/00637 



sekten-. CHO- Oder COS-Zelle, durchgefuhrt wird. 

>. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine Polypeptidvariante gemafi 
einem der Anspnuche 1 bis 11 und gegebenfalls physiologisch vertrSgliche Zusatz- 
stoffe. 



24. Verwendung einer Polypeptidvariante gemSfJ einem der Ansprtiche 1 bis 11 zur Sti- 
mulierung der Osteogenese oder Wundheilung, oderzur Behandlung von EntzOn- 
dung Oder Krebs. 

25. Zusammensetzung zur Osteoinduktion. umfassend eine Polypeptidvariante gemalS 
einem der Ansprtiche 1 bis 1 1 und einen Trager. ausgewahit aus Heparin. Hydroxy- 
lapatit. Hyaluronsaure. synthetischen Polymeren und Collagen. 

26. Osteoinduktive Matrix, dadurch gekennzeichnet, daS sie Heparin oder Heparin- 
ahnliche Substanzen enthalt oder damit beschichtet ist und an das Heparin oder die 
Heparin-ahnlichen Substanzen Poiypeptidvarianten gem^S einem der AnsprOche 1 
bis 1 1 adsorbiert sind. 
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Erkiarung nach Artik I 19 (1) PCT 

In Feld 1.2 des Internationalen Recherchenberichtes beanstandet der Prufer. dass 
sich die ursprunglichen Patentanspruche 1, 2, 4 - 12 und 14 - 29 auf eine unver- 
haltnismalJig groBe Zahl moglicher Polypeptide beziehen und dass daher eine sinn- 
voile Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich nicht mOglich er- 
scheint. 

Der neue Anspnjch 1 wurde durch Aufnahme des Merknnals aus dem ursprungli- 
chen Anspruch 10 prazisiert. Die Prazisierung wurde eingefuhrt, um eine sinnvolle 
Recherche und Prufung zu erieichtern. 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Erkenntnis zugrunde, dass durch das Addieren 
und/oder Inserieren eines Oligopeptides in die Aminosauresequenz eines Polypep- 
tides und/oder das Substituieren einer naturlicherweise in der Aminosauresequenz 
eines Polypeptides vorkommenden Oligopeptidsequenz durch ein Oligopeptid mit 
zwei positiv geladenen Aminosauren. die benachbart Oder durch eine Anninosaure 
voneinander getrennt vorkommen, bzw. 3 positiv geladenen Aminosauren, die He- 
parinbindungsfahigkeit der Polypeptidvarlante im Verhaltnis zum Ausgangspolypep- 
tid erh6ht wird. Der positiv geladene Kern ist hierbei C-terminal einer nicht-positiv 
geladenen Anninosaure benachbart. 

Die in Anspruch 1 angegebene generische Formel reflektiert die vorstehend ge- 
nannte Erkenntnis. um dem Anmelder einen sinnvollen Schutz fur die geleistete Er- 
findung zu gewahren. Fur Recherche- und Prufungszwecke wird darauf hingewie- 
sen, dass der Kern der Erfindung, d. h. das Hinzuftigen Oder Ersetzen von 2 bzw. 3 
positiv geladenen Aminosauren in einem Polypeptid aus der DVR-Familie ohne un- 
zumutbaren Aufwand recherchierbar ist, da die Zahl der Kombinationen aus 2 Oder 
3 positiv geladenen Aminosauren Arginin, Lysin und Histidin 9 (3 x 3) bzw. 27 (3 x 3 
X 3) Moglichkeiten ergibt. 
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Die Ausfuhrungsbeispiele, in denen die Oligopeptide RKRA bzw. RKRAKHKQ ein- 
gefuhrt wurden, stutzen die Breite des Anspruchs, da vernunftigerweise anzuneh- 
men ist, dass homologe Substitutionen dieser Oligopeptide wie 2. B. KKKA bzw. 
RRRA ebenfalls zu einer erhohten Heparin-Bindungsfahigkeit der erhaltenen Poly- 
peptidvariante beitragen. 
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Figur 1 
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Figur 2 
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Figur 3 
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Figur 5 
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BMP-2 T3 T4 
EC50(nM) 38 91 95 
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Figur 8 
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Figur 9 



wo 00/47736 

Figur 10 



10 / 10 



PCT/EPOO/00637 




wo 00/47736 1 PCT/EPOO/00637 

SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Sebald, Walter 



<120> Polypeptidvarianten mit erhohter 
Heparin- Bindungsfahigkeit 



<130> PCT1126-01996 



<140> 
<141> 



<150> DE 199 06 096.7 
<151> 1999-02-13 



<160> 12 



<170> Patentin Ver . 2.1 



<210> 1 
<211> 6 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 

<220> 
221 > MUTAGEN 
222> (1) 

223> K, R Oder H 



220> 

2 21> MUTAGEN 
222> (2) 

223> K, R Oder H 



220> 

22 1> MUTAGEN 
222> (3) 

223 > K, R, H Oder keine Aminosaure 
220> 

221 > MUTAGEN 
222> (4) 

223 > kein K, R, H, sonst beliebige Aminosaure 
220> 

2 21 > MUTAGEN 
222> (5) 

223> kein K, R, H, sonst beliebige oder keine 
Aminosaure 



220> 

221> MUTAGEN 
222> (6) 

223> kein K, R, H, sonst beliebige oder keine 
Aminosaure 



220> 

223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Kiinstliche 
Sequenz 
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<400> 1 

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 
1 5 



<210> 2 
<211> 6 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Kiinstliche 
Sequenz 



<220> 

<221> MUTAGEN 

<222> (1) 

<223> K, R Oder H 



<220> 

<221> MUTAGEN 
<222> (2) 

<223> kein K, H, sonst beliebige Aminosaure 



<220> 

<221> MUTAGEN 
<222> (3) 

<223> K, R Oder H 



<220> 

<221> MUTAGEN 
<222> (4) 

<223> kein K, R, sonst beliebige Aminosaure 

<220> 

<221> MUTAGEN 
<222> (5) 

<223> kein K, R, H, sonst beliebige oder keine 
Aminosaure 



<220> 

<221> MUTAGEN 
<222> (6) 

<223> kein K, R, H, sonst beliebige oder keine 
Aminosaure 



<400> 2 

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 
1 5 



<210> 3 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
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<400> 3 

Arg Lys Arg Ala 
1 



<210> 4 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Heparin -Bindungs sequenz 

<400> 4 

Arg Lys Arg Ala Lys His Lys Gin 
1 5 



<210> 5 
<211> 120 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: T3 
<400> 5 

Met Ala Gin Ala Lys His Lys Gin Arg Lys Arg Ala Arg Lys Arg Leu 
15 10 15 

Lys Ser Ser Cys Lys Arg His Pro Leu Tyr Val Asp Phe Ser Asp Val 
20 25 30 

Gly Trp Asn Asp Trp lie Val Ala Pro Pro Gly Tyr His Ala Phe Tyr 
35 40 45 

Cys His Gly Glu Cys Pro Phe Pro Leu Ala Asp His Leu Asn Ser Thr 
50 55 60 

Asn His Ala lie Val Gin Thr Leu Val Asn Ser Val Asn Ser Lys lie 
65 70 75 80 

Pro Lys Ala Cys Cys Val Pro Thr Glu Leu Ser Ala lie Ser Met Leu 

85 90 95 

Tyr Leu Asp Glu Asn Glu Lys Val Val Leu Lys Asn Tyr Gin Asp Met 
100 105 110 

Val Val Glu Gly Cys Gly Cys Arg 
115 120 



<210> 6 
<211> 124 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 



i 
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<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:T4 
<400> 6 

Met Ala Gin Ala Lys His Lys Gin Arg Lys Arg Ala Lys His Lys Gin 
15 10 15 

Arg Lys Arg Leu Lys Ser Ser Cys Lys Arg His Pro Leu Tyr Val Asp 
20 25 30 

Phe Ser Asp Val Gly Trp Asn Asp Trp lie Val Ala Pro Pro Gly Tyr 
35 40 45 

His Ala Phe Tyr Cys His Gly Glu Cys Pro Phe Pro Leu Ala Asp His 
50 55 60 

Leu Asn Ser Thr Asn His Ala lie Val Gin Thr Leu Val Asn Ser Val 
^5 70 75 80 

Asn Ser Lys He Pro Lys Ala Cys Cys Val Pro Thr Glu Leu Ser Ala 

85 90 95 

He Ser Met Leu Tyr Leu Asp Glu Asn Glu Lys Val Val Leu Lys Asn 
100 105 110 

Tyr Gin Asp Met Val Val Glu Gly Cys Gly Cys Arg 
115 120 



<210> 7 
<211> 374 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :T3 
(Nukleinsauresequenz) 



<400> 7 

ccatggctca 

gtaagagaca 

ctcccccggg 

atctgaactc 

ttcctaaggc 

agaatgaaaa 

gctagtaagg 



agccaaacac 
ccctttgtac 
gtatcacgcc 
cactaatcat 
atgctgtgtc 
ggttgtatta 
atcc 



aaacagcgga 
gtggacttca 
ttttactgcc 
gccattgttc 
ccgacagaac 
aagaactatc 



aacgcgctcg 
gtgacgtggg 
acggagaatg 
agacgttggt 
tcagtgctat 
aggacatggt 



taaacgtctt 
gtggaatgac 
cccttttcct 
caactctgtt 
ctcgatgctg 
tgtggagggt 



aagtccagct 60 
tggattgtgg 120 
ctggctgatc 180 
aactctaaga 24 0 
taccttgacg 3 00 
tgtgggtgtc 3 60 
374 



<210> 8 
<211> 386 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: T4 
(Nukleinsauresequenz) 



<400> 8 

ccatggctca agccaaacac aaacagcgga aacgcgctaa gcataagcaa cgtaagcgtc 6 0 
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ttaagtccag ctgtaagaga caccctttgt acgtggactt cagtgacgtg gggtggaatg 12 0 

actggattgt ggctcccccg gggtatcacg ccttttactg ccacggagaa tgcccttttc 180 

ctctggctga tcatctgaac tccactaatc atgccattgt tcagacgttg gtcaactctg 240 

ttaactctaa gattcctaag gcatgctgtg tcccgacaga actcagtgct atctcgatgc 300 

tgtaccttga cgagaatgaa aaggttgtat taaagaacta tcaggacatg gttgtggagg 3 60 

gttgtgggtg tcgctagtaa ggatcc 386 

<210> 9 
<211> 47 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz : kunstlich 
<400> 9 

catggctcaa gccaaacaca aacagcggaa acgcgctcgt aaacgtc 4 7 

<210> 10 

<211> 47 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: kiinstlich 

<400> 10 

ttaagacgtt tacgagcgcg tttccgctgt ttgtgtttgg cttgagc 4 7 

<210> 11 
<211> 59 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: kiinstlich 
<400> 11 

catggctcaa gccaaacaca aacagcggaa acgcgctaag cataagcaac gtaagcgtc 59 

<210> 12 
<211> 59 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: kiinstlich 
<400> 12 

ttaagacgct tacgttgctt atgcttagcg cgtttccgct gtttgtgttt ggcttgagc 59 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been estabhshed in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons : 



Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Note: Although claim no. 27 relates to a method for the treatment of the human/animal 

body the search was carried out with respect to, and was based on, the stated effects of 

the compound/composition, provided it would be possible to carry out a search for 

same. 

Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

See supplemental sheet ADDITIONAL MATTER PCT/ISA/210 



3, I I Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6 .4(a) 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1- all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims . 

2. As all searchable claims couldbesearchedwithouteffort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3- I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4- rn No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest 



I I The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 
I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of fust sheet (1)) (July 1992) 
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ADDITIONAL MATTER PCT/lSA/210 
Field 1.2 (continued) 

The valid patent claims nos. I, 2, 4-12, 14-29 relate to a disproportionately large number of 
possible polypeptides of which only a small portion can be supported by the description under 
the terms of Article 6 of the PCT and/or can be considered as disclosed under the terms of 
Article 5 of the PCT. In the case in question the patent claims lack the corresponding support 
and the patent application lacks the necessary disclosure to such a degree that a meaningful 
search with respect to the entire scope of protection sought appears impossible. As a result the 
search was directed towards those parts of the patent claims which appear supported and 
disclosed in the above sense, i.e. the parts relating to the polypeptides RKRA and 
RKRAKHKQ (see patent claims 3, 13). 

The applicant is reminded that claims, or parts of claims, relating to inventions in respect of 
which no international search report has been established cannot normally be the subject of an 
mtemational preliminary examination (Rule 66.1 (e) PCT). As a general rule, the EPO in its 
capacity as the authority entrusted with the task of carrying out an international preliminary 
exammation will not conduct a preliminary examination for subjects in respect of which no 
search has been provided. This also applies to cases where the patent claims were amended 
after receipt of the international search report (Article 19 PCT) or to cases where the applicant 
provides new patent claims in keeping with the procedure mentioned in Chapter II of the 
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INTERNATIONALER BfiCHERCHENBERICHT 



BfiCHERCHENBERICHT i jfc 



ilM Attenzetehan 

00/00637 



A. KLASSIFIZIERUNGDESANMELOUNQSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/12 C12N15/62 C12N5/10 C07K14/51 C07K7/08 
A61K38/18 A61K31/70 A61P19/08 

Nach der Intemationalen PaterrtMaasifikatton (IPK) oder nach der nationaien Klassifilcation und dar tPK 



B, RECHERCHIERTEGEBIETE 



Recherchiertar Mlndestpnifatoff (Klassifikationsaystem und Klaesifikationssymbole ) 

IPK 7 C12N C07K A61P 



Recherchierte aber nicht 2um Mindestprufstoff gehdrende Veroffentlichungen, soweit dieee unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wdhrend der intematlonaJen Recherche koneuWerte elektronische Datenbank (r4ame der Datenbank und evtl. verwendate Suchbegriffe) 



C. ALS WESENIUCH ANGESEHENE UKTERLAQEN 



Kategorte* Bezechnung der VeroffentSchung. soweit erfbrdertich unter Angabe der m Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspaich Nr. 



RUPPERT R. ET AL. : "Human bone 
morphogenetic protein 2 contains a 
heparin-binding site which modifies its 
biological activity" 
EUR. J. BIOCHEN., 

Bd. 237, 1996, Seiten 295-302, XP000891887 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokunent 



WO 97 47312 A (COMMW BIOTECHNOLOGIES INC) 
18. Dezember 1997 (1997-12-18) 



1,2. 

4-12, 

14-29 



Zusammenfassung 
Anspriiche 1-21 



3,13 

1.2. 

4-12, 

14-29 



-/-- 



m 



Weitere Veroffentlichungen aind der Fortsetzung von FeM C zu 
entnehmen 



ID 



Slehe Anhang Patentfomilie 



^ Beaondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A* Verdffentltehung. dto den altgemeinen Stand der Technik deflniert, 
aber nksht ale beaorxiers bedeutsam anzuaahen lat 

"E* atteree Ookument. das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
AnmaklBdatum verdffisntllcht worden lat 

*L" Veroffentltehung, die geeignet let. einen Prtoritatsanapruch zweifethaft er- 
echeinen zu lasaan. oder durch dto daa Veroffentlichungadatum einer 
anderen Im Recherchenberlcht genannten Verdffienttlchung betogt werden 
aoO Oder die aua elnem anderen beaonderen Grund angegeben tat (wie 
auagefUhrt) 

Verdffentiichung, die ak^h auf eine mundlkshe Offenbarung. 
eine Benutzung, eine Auaatetlung oder andera MaBnahmen bezieht 
*P' Veroffentlichung, die vor dem (ntemattonaten Anmeldedatum. aber nach 
dem beanapnjchten Prioritatsdatum verofffentlioht worden ist 



T' Spdtere Veroffsntttchung. cfie nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dam Prfortt^Oadatum verbffontlicht wonien ist und mit der 
Anmekiung nicht koOkSert. aondem nur zum Veratdncfrtta daa der 
Erflndung zugnindeilegerKien Prinzipe oder der Ihr zugnindeliegenden 
Theorie angegeben iat 

*X* VerDftBnttk:hung von l>eeorKlerar Bedeutung; die beanapnichte Erflndung 
kann allein au&und deeer VerdffenUkrhung nicht ala neu Oder auf 
erflnderiacher Tdti^eit t)eruhend betrachtet werden 

"Y* Vttr6f(entllchung von beaorxierer Bedeutung: die beanapnjchte Erflndung 
kann nkitt ala auf erflnderiacher TSU^cect beruhend t)etrachtet 
werden, wenn die Veroffentlk^hung mit einer oder mehreren anderen 
Verdflentllchungen dieaer Kategorie In Verbindung gebracht wtrd urtd 
cteaa Verbindung flir einen Fachmann naheSegendiat 

*&* Verdffenttkihuna de Mitgiied deraelben Patentfamilb ist 
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INTERNAHON 



REGHERCHENBERICHT 



lalM AMenzeichen 

/EP 00/00637 



C.<Forts««zung) ALS WESErni.lCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erfwdertich urrter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



FROMM J.R. ET AL. : "Differences in the 
interaction of heparin with arginine and 
lysine and the importance of thee basic 
amino acids in the binding of heparin to 
acidic fibroblast growth factor." 
ARCHIVES OF BIOCHEMISTRY AND BIOPHYSICS, 
Bd. 323, Nr. 2, 

10. November 1995 (1995-11-10), Seiten 
279-287, XP000891918 
Tabelle 1 

ALBERDI E. ETAL.: "Pigment 
epithelium-derived factor (PEDF) binds to 
glycosaminogl yeans: analysis of the 
binding site" 



1,2, 

4-12, 

14-29 



1,2, 

4-12, 

14-29 



BIOCHEMISTRY, 
Bd. 37, 1998, 
XP002135602 
Abbildung 8 



Seiten 10643-10652, 



EP 0 414 915 A (SUNTORY LTD ;INOUE 
MASAYASU (JP)) 6. Marz 1991 (1991-03-06) 

das ganze Dokument 

WO 91 18558 A (CREATIVE BIOMOLECULES INC) 
12. Dezember 1991 (1991-12-12) 
Zusammenfassung 



1,2, 

4-12, 

14-29 
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Foimblatt PCTASAJ210 (Fort»«toing von Blatt 2) (Jutl 1992) 
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internationaCer recherchenbericht 



Monales Aktenz ich n 
PCT/EP 00/00637 



Few I Bemertcungen zu den AnsprOc^en. die sich als nicht recherchiertoar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



Gem&B Artikei 17(2)a) wurde aus fotgsnden Griinden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenb richt rstallt: 
1. I X I AnsprOche Nr. 

weil sie sich auf Gegenst&xie beziehen, zu deren Recherche die Behdrde ntoht verpfitchtet ist, n^fich 

Bemerkung: Obwohl Anspruch 27 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschllchen/tlerischen Korpers bezieht, wurde die Recherche durchgefuhrt 
und grundete sich auf die angefuhrte Wirkungen der Verblndung/Zusatnmen- 
setzung, vorausgesetzt, dass diese uberhaupt recherchierbar 1st, 



2. AnsprOcheNr. 

wail sie sk:h auf Teile der intemationaien Anmetdung beziehen. <£e den vorgeschiiebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle intemationale Recherche ntoht durchgefuhrt werden kann, nSmiich 

Sie Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3- I I Anspruche Nr. 

weil as sk^ dabet um abhdngige AnsprQche handelt. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



FekJ II Bemerkungen bei mangetnder EinheitUchkeit der Erflndung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die intemationale Recherchenbeh6rde hat f ostgestellt, daS diese intemalunaie Anmetdung mehrare Erfindungen enthait 



1 ■ I I Da der Anmelder alle erfordeitichen zusfttzOchen Recherchenget>Ohren rechtz«tig entrichtet hat erstreckt sich dieser 
I — I intematk>nale Recherchenbericht auf alle recherchieritoren AnsprQche. 

2. I I Da fur alle recherchiert>aren Anspruche die Recherche ohne einen Artjeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
' — ' zusdtziiche Recherchengebuhr gerechtfertigt hStte. hat (fie Behdrde nicht zur Zahlung einer sdchen Gebuhr auldefbrdert 



3. I I Da der Anmelder nur einige der ertoideriichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
> — I int8matk>nale Recherchenberteht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
Anspniche Nr. 



4. I I Der Anmekler hat die erforderlichen zusfttzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
chent)ericht beschr&nkt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in fblgerKlen Anspruchen er- 
fal3t: 



Bemerkungen hinslchtllch einee WIderepruchs Qjj Die zusatzfichen GebQhren wurden vom Anm Ider unter WkJerspnich gezahH. 

I I Die Zahlung zusatzficher RecherchengebOhren ifblgte ohne Wkierspruch. 



Fonmblatl PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 



WEITERE ANQABEN 



Internationales Ak tenzeichen PCTiEP 00 i00637 

PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 



Die geltenden Patentanspruche 1,2,4-12,14-29 beziehen sich auf eine 
unverhaltmsmaBig groBe Zahl mSglicher Polypeptide, von denen sich nur 
ein Kleiner Anteil itn Sinne von Art. 6 PCT auf die Beschreibung stutzen 
und/oder als im Sinne von Art. 5 PCT in der Patentanmeldung offenbart 
gel ten kann. Im yorliegenden Fall fehlt den Patentanspruchen die 
entsprechende Stutze und fehlt der Patentanmeldung die notige Offenbarung 
in einem solchen MaBe, daB eine sinnvolle Recherche uber den gesamten 
erstrebten Schutzbereich unmoglich erscheint, Daher wurde die Recherche 

Patentanspruche gerlchtet, welche im o.a. Sinne als 
gestutzt und offenbart erscheinen, namlich die Teile betreffend 
Polypeptide RKRA und RKRAKHKQ (siehe Patentanspruche 3,13) 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daS Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbencht erstellt wurde, nonnalerweise nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT) In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Kr^rHfil"" S«9enstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
?nff.HlI^ ^o*" [*^2' "^^^ Patentanspruche nach Erhalt des 
international en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpruche vorlegt. 
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